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V Laboratoriju za biokibernetiko na Fakulteti za elektrotehniko Univerze v
Ljubljani raziskujemo elektroporacijo bioloskih celic in njeno uporabo v biome-
dicini in biotehnologiji. Novejse raziskave kazejo, da imajo visokofrekvencni bi-
polarni pulzi manjsi vzbujalni ucinek in vecji ucinek preklica pulzov, kot niz-
kofrekvencni monopolarni pulzi. Predhodni pulzi visokih ponavljalnih frekvenc
zmanjsajo obcutljivost celic na elektroporacijo za naslednje pulze v vlaku. Prav
tako se elektricno polje bipolarnih pulzov visokih ponavljalnih frekvenc v tkivu
porazdeli bolj homogeno.
Za sistematicno raziskovanje teh ucinkov smo zasnovali napravo za generi-
ranje pulzov - visokofrekvencni bipolarni elektroporator. Naprava omogoca na-
stavljanje sedmih parametrov elektricnih pulzov preko uporabniskega vmesnika
na tablicnem racunalniku. Preko brezzicnega omrezja si tablicni racunalnik iz-
menjuje podatke s krmilnikom. Kontrolni sistem se izvaja v procesorjih in vezju
FPGA v krmilniku. Za ojacanje pulzov skrbita visokonapetostni napajalnik in H-
mosticni digitalni ojacevalnik z radiofrekvencnimi tranzistorji MOSFET. Locilno
merilno vezje zagotavlja varnost uporabnika in naprave z digitalizacijo signalov
in opticnimi sklopniki. Najnizja dolzina pulza znasa 400 ns, amplitudo pulza pa
lahko nastavljamo med 60 V in 1 kV .
Po koncanem razvoju smo napravo preizkusili z obremenilnim testom in jo
amplitudno ter casovno kalibrirali. Nato smo izmerili tokove in napetosti pul-
zov pri odprtih sponkah, nizkoprevodnem mediju in visokoprevodnem mediju ter
rezultate analizirali.
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Elektroporator smo preizkusili do te mere, da ga raziskovalci samostojno upo-
rabljajo v celicnih laboratorijih. Naprava je trenutno edinstvena v zmogljivo-
sti, saj v literaturi in pri proizvajalcih nismo nasli podatkov o napravi, ki bi
omogocala generiranje tako kratkih bipolarnih pulzov s tako visoko ponavljalno
frekvenco. Omogoca se nastavljanje nadpovprecnega stevila parametrov pulzov
v zelo sirokem obmocju. O poskusih z napravo smo ze objavili prvi prispevek na
mednarodni bioelektrokemijski konferenci.
viii Povzetek
Kljucne besede: elektroporacija, elektroporator, ucinek obcutljivosti, ucinek
preklica, vzbujalni ucinek, visokofrekvencni pulzi, bipolarni pulzi, uporabniski
vmesnik, kontrolni sistem, LabVIEW, FPGA, myRIO
Abstract
In the Laboratory of Biocybernetics at the Faculty of Electrical Enginee-
ring, University of Ljubljana, we investigate the electroporation of biological cells
and its use in biomedicine and biotechnology. Recent studies have shown that
high-frequency bipolar pulses have a lower excitation eect and greater pulse
cancellation eect than low-frequency monopolar pulses. High-frequency pulses,
however, reduce the sensitivity of the cells to electroporation for the next pulses
in the pulse train. Moreover, the electric eld of high-frequency bipolar pulses is
distributed in the tissues more homogeneously.
In order to systematically analyse these eects we designed a device for gene-
rating pulses - high-frequency bipolar electroporator. The device allows adjusting
seven parameters of the electrical pulses via the user interface on the tablet com-
puter. Tablet computer and controller are transferring data through wireless
network. The control system is implemented in processors and FPGA circuit
in the controller. For pulse generation, the high-voltage power supply and the
H-bridge digital amplier with MOSFETs are used. The minimum length of
generated pulses is 400 ns and amplitude can be set between 60 V and 1 kV .
After completing the development of the device we tested it with a load test
and did amplitude and time calibration. Then we measured current and voltage
signals of the pulses for the open terminals, the low-conductivity medium and
the high-conductivity medium. Results were analysed afterwards.
We tested electroporator to the extent that now researchers independently
use it in cell laboratories. The device is currently unique in performance, as in
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the literature and at manufacturers we did not nd data on the device, which
would allow the generation of such short bipolar pulses with such high repetition
frequency. It also allows setting an above-average number of pulse parameters in
a very wide range. About the experiments with the device, we have already pu-
blished the rst contribution to the international bioelectrochemical conference.
x Abstract
Key words: electroporation, electroporator, sensitization eect, cancellation ef-
fect, excitation eect, high-frequency pulses, bipolar pulses, user interface, control
system, LabVIEW, FPGA, myRIO
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1 Uvod
Vsa ziva bitja so zgrajena iz bioloskih celic. Nase telo jih vsebuje kar vec bilijonov.
Zato je poznavanje celic, njenih mehanizmov in odzivanj na okolico pomembno za
razvoj medicine in biotehnologije. Celico pred okolico sciti membrana, ki je zgra-
jena iz lipidnega dvosloja. Dodatni gradniki membrane so proteini, ki omogocajo
transport molekul, ki je nujen za delovanje celice. Ce celico izpostavimo dovolj
visokemu elektricnemu polju (nekaj sto V/cm) za primerno kratek cas (med ms
in ns), se njena prepustnost poveca. V lipidnem dvosloju se zaradi elektricnega
udara tvorijo pore, ki omogocajo transport molekulam, ki bi drugace kvecjemu
redko prehajale v celico in iz nje. Temu biozikalnemu pojavu pravimo elek-
troporacija ali elektropermeabilizacija - v literaturi najdemo oba izraza (Kotnik
in sod., 2012).
1.1 Kaj se zgodi, ko do celice pride elektricni pulz?
Kadar je izpostavitev elektricnemu polju primerno kratka in intenzivna, da celica
prezivi, govorimo o reverzibilni elektroporaciji. V primeru, da se membrana ne
more povrniti v prvotno stanje in celica odmre, pa gre za ireverzibilno elektropo-
racijo.
Reverzibilno elektroporacijo uporabljamo za vnos ali pridobivanje molekul iz
celice. Ce ob elektroporaciji z elektricnimi pulzi povzrocimo tudi elektroforezo,
lahko vnasamo tudi vecje molekule. Na primer genski material pri genski elektro-
transfekciji (Bettan in sod., 2000). V primernih kombinacijah dolgih in kratkih
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pulzov lahko s pomocjo elektroporacije in dielektroforeze, ki zagotovi, da so si
celice dovolj blizu, pride do zlivanja celic (Retelj, 2012).
Namen ireverzibilne elektroporacije je povzrociti celicno smrt. Uporabljamo
jo pri ablaciji tkiva ali unicevanju mikroorganizmov. Kadar je dolzina pulzov v
nanosekundnem obmocju in jakost polja izredno visoka, se lahko naredijo pore
tudi v membrani celicnih organelov (Napotnik in sod., 2012). Uporabnost elek-
troporacije je shematsko prikazana na sliki 1.1. Obmocja napetosti in trajanja
pulzov, za katera so znacilni elektroporacijski pojavi, pa so prikazana na shemi
1.2.
Slika 1.1: Shema prikazuje pojave, ki jih lahko dosezemo z elektroporacijo in
hkrati njeno uporabno vrednost. Vir: Rebersek in Miklavcic (2010)
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1.2 Zakaj razvijati elektroporatorje?
Zaradi siroke aplikativne vrednosti se elektroporacijo od leta 1972, ko jo je Eben-
hard Neumann prvic omenil v znanstveni raziskavi (Neumann in Rosenheck,
1972), poglobljeno raziskuje. Uspesno jo uporabljajo v biotehnologiji (Kotnik
in sod., 2015) za obdelavo hrane (Mahnic-Kalamiza in sod., 2014), pasterizacijo
hrane (Salda~na in sod., 2014), izlocevanje snovi iz mikroorganizmov (Eing in sod.,
2013), inaktivacijo nezazelenih bakterij (Pillet in sod., 2016), inaktivacijo mikro-
organizmov pri pripravi vode (Zgalin in sod., 2012) idr. Se bolj obetavno pa je
podrocje biomedicine (Yarmush in sod., 2014), kjer z elektroporacijo povecujejo
ucinkovitost kemoterapije (Miklavcic in sod., 2014), z ireverzibilno elektroporacijo
odstanjujejo tumorsko tkivo (Davalos in sod., 2005), preiskujejo gensko terapijo s
pomocjo genske elektrotransfekcije (Rosazza in sod., 2016) in omogocajo prenos
zdravilnih ucinkovin preko koze (Ita, 2016).
Slika 1.2: Aplikacija elektricnih pulzov glede na napetost in cas trajanja pulzov.
Vir: Rebersek in Miklavcic (2010)
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1.3 Kaj vse vpliva na ucinkovitost elektroporacije?
Z raziskavami zelimo narediti elektroporacijo cimbolj ucinkovito ter hkrati pov-
zrociti cim manj nezelenih stranskih ucinkov, ob cim manjsem vnosu energije v
cim krajsem casu. Na to vpliva mnogo parametrov, ki jih razdelimo na para-
metre elektricnega polja in druge biozikalne parametre. Parametri elektricnega
polja so oblika pulza, elektricna poljska jakost, cas trajanja pulza, cas pavze med
pulzi, ponavljalna frekvenca vlakov pulzov, stevilo pulzov in stevilo vlakov pulzov.
Biozikalni dejavniki pa so velikost celice, oblika celice, osmotski tlak, tempera-
tura, prevodnost medija, idr. (Rebersek, 2008). Biozikalne dejavnike lahko v
in vitro pogojih deloma spreminjamo, v in vivo pogojih naceloma ne. Parametre
elektricnega polja lahko spreminjamo v okviru zmogljivosti naprave, na katero
vplivamo z nacrtovanjem sklopov naprave.
1.4 Zakaj ravno visokofrekvencni in bipolarni pulzi?
Praviloma velja, da krajsi kot je cas pulza, vecja mora biti napetost, da dosezemo
enak ucinek na celici oz. tkivu (Pucihar in sod., 2011). Podrocje visokofre-
kvencnih pulzov se raziskuje sele v zadnjem casu, ko nekaj prototipnih labo-
ratorijskih naprav to omogoca. O laboratorijskih poskusih na zivalskih celicah
s pulzi v nanosekundnem obmocju je do sedaj objavljenih vec kot 200 clankov
(Napotnik in sod., 2016). Podrocje odpira nova raziskovalna okna, saj novejse
raziskave kazejo, da visokofrekvencni pulzi in pulzi visokih ponavljalnih frekvenc
ucinkujejo na celice drugace kot nizkofrekvencni ali monopolarni pulzi. Pulzi
visokih ponavljalnih frekvenc zmanjsajo obcutljivost celic na elektroporacijo (Pa-
khomov in sod., 2014). Visokofrekvencni bipolarni pulzi povrzrocijo vecji ucinek
preklica in manjsi vzbujalni ucinek kot nizkofrekvencni monopolarni elektropora-
cijski pulzi (Arena in sod., 2011a). Visokofrekvencni pulzi naj bi se tudi v tkivu
porazdeljevali bolj homogeno (Arena in sod., 2011b). Bipolarni pulzi glede na
monopolarne pulze povzrocajo tudi manjse raztapljanje elektrod in posledicno
mozno zastrupljanje celic (Kotnik in sod., 2001a).
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1.4.1 Ucinek obcutljivosti celic
O ucinku obcutljivosti celic govorimo zaradi odkritja, da za enako stevilo in enako
obliko pulzov, pri podaljsanju casa dovajanja pulzov dosezemo vecjo ucinkovitost.
To lahko naredimo z vecjimi pavzami med pulzi ali z rezanjem daljsih vlakov pul-
zov na vec krajsih vlakov. Poskusi z visokofrekvencnimi vlaki pulzov (dolzina
pulzov 60 ns - 9 s, elektricno polje 1; 88 kV=cm - 13; 3 kV=cm, 2 - 3750 pulzov)
so pokazali, da ce razdelimo vlak pulzov na dva dela z 1 do 5 minutno pavzo, lahko
uspesnost elektroporacije, merjeno z vnosom propidijevega jodida, povecamo kar
za nekajkrat. Tudi kolicina energije elektroporacijskih pulzov, da dosezemo 50 %
in 90 % smrtnosti celic, je bila pri dveh vlakih pulzov s pet minutnim premorom
tudi vec kot dvakrat nizja, kot pri enem samem vlaku z enakimi pulzi. Ce primer-
jamo poskuse z enim vlakom pulzov, se je ucinkovitost elektroporacije z nizanjem
frekvence pod 500 Hz zacela hitro dvigovati (Pakhomova in sod., 2011). Hipoteza
pravi, da prvi pulz oz. pulzi povzrocijo vecjo dovzetnost oz. obcutljivost celic
za elektroporacijo in so zato naslednji dovedeni pulzi bolj ucinkoviti. Ceprav bi
lahko sklepali, da ce celico dlje casa obremenjujemo brez premora, to povzroci
vecje posledice. Sklepamo lahko, da ce bi pulze dovedli takoj ene za drugimi, ne
pretece dovolj casa za potek nekaterih bioloskih pojavov in so zato celice manj
obcutljive pri naslednjih pulzih.
Predlaganih moznih bioloskih mehanizmov oz. razlogov, zakaj pride do
obcutljivosti, je vec. Prvi je, da po prvih pulzih ioni iz zunaj celicne tekocine
z difuzijo prehajajo v notranjost in obratno, saj jim je zaradi elektropermeabili-
zacije membrane odprta pot. Najbolj se raziskuje vpliv molekule Ca2+, saj lahko
pri visjih koncentracijah postane za celice strupena. Celica poskusa stanje povr-
niti z aktiviranjem ionskih crpalk in obnavljanjem membrane. Energija v obliki
ATP se pri tem porablja in lahko tudi odteka skozi pore. Pomanjkanje ATP
bi bil lahko tako razlog za vecjo obcutljivost. Naslednji mehanizem je kolodi-
dni osmotski mehanizem, ki povzroci nabrekanje celice, saj celica absorbira vodo
preko novonastalih por. Povecanje premera celice pa vpliva na vecje inducirano
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transmembransko napetost pri naslednjih pulzih. Tako bi lahko zmanjsanje celice
vplivalo tudi na zmanjsanje obcutljivosti. Tudi neposredna in posredna oksida-
tivna skoda na citoskeletu zaradi elektroporacijskih pulzov bi bila lahko vzrok za
vecjo obcutljivost celic (Pakhomova in sod., 2011).
Zadnje raziskave kazejo, da je obcutljivost precej odvisna od medija, v katerem
so celice med oz. po elektroporaciji. V rastnem mediju je ucinek zaradi neznanih
razlogov zelo izrazit. V razlicnih medijih celica tudi razlicno nabrekne po prvih
pulzih in je zato obcutljivost razlicna. Obcutljivost naj bi znizevala tudi priso-
tnost saharoze v mediju. Mehanizmi za povecanje in zmanjsanje obcutljivosti naj
bi se pojavili hkrati in je koncni ucinek odvisen od sestevka njihovih prispevkov
(Dermol in sod., 2016).
1.4.2 Ucinek preklica pulzov
Pri bipolarnih visokofrekvencnih pulzih so odkrili tudi ucinek preklica. Najprej
so ucinke bipolarnih pulzov raziskovali pri nizjih frekvencah in daljsih dolzinah
pulzov. Ugotovili so, da je v primerjavi z monopolarnimi pulzi za enako energijo
vnos kemoterapevtika bleomicina vecji, smrtnost celic pa ostaja enaka. (Kotnik
in sod., 2001b). Z racunalniskim modeliranjem molekularne dinamike in teo-
reticnimi modeli ucinek ni bil odkrit. Odkrili so ga sele kasneje s poskusi, ko so
zaceli raziskovati bipolarne pulze v pod mikrosekundnem obmocju. Pokazali so,
da drugi del bipolarnega pulza z obrnjenim elektricnim poljem zmanjsa ucinek
prvega dela. Tu casi pulzov postanejo tako kratki, da so primerljivi s casi bi-
oloskih pojavov v celicah. Ugotovili pa so, da je pomembna tudi frekvencna
sestava pulzov, ne le njihova dolzina (Ibey in sod., 2014).
Bipolarni pulzi so bili manj ucinkoviti pri meritvah vnosa kalcija v notranjost
celice zaradi elektroporacije, vnosa propidijevega jodida, povzrocili so manj reor-
ganizacije membrane in izrazanja proteinov. Da bi dosegli enako smrtnost po 24
urah pri polju 10 kV=cm in pulzu dolzine 600 ns, potrebujemo dovesti vec kot
desetkrat vec bipolarnih pulzov kot monopolarnih (Ibey in sod., 2014).
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Moznih predlaganih mehanizmov za razlago ucinka preklica je vec. Prvi je ta,
da obratno polariziran del pulza pomaga pri praznjenju elektricnega naboja na
celicni membrani, ki ga je dovedel pozitiven del pulza. Tako se cas, ko je potencial
na membrani kriticen, zniza. To pa ne more biti edini vzrok, saj so ucinek preklica
opazili tudi pri 10 s dolgih pulzih, kar je veliko vec kot ocena casa praznjenja
celicne membrane. Drugi mozen vzrok je, da drugi del pulza zmanjsa oksidacijo
membrane s kisikovimi reaktivnimi elementi (ROS) in posledicno vse nadaljnje
ucinke. Vendar ta hipoteza potrebuje se eksperimentalne dokaze. Tretji mozni
vzrok pa je, da druga faza bipolarnega pulza z elektroforetskim ucinkom potegne
nazaj vecino ionov (npr. Ca2+), ki jim je prva faza pulza omogocila prehod
v celico. V casu, ko se faza obrne, niso uspeli prepotovati dovolj v notranjost
celice, da jih elektricno polje ne bi potegnilo nazaj. Tako so bioloski ucinki zaradi
vdora ionov v notranjost celice manjsi (Pakhomov in sod., 2014).
1.4.3 Vzbujalni ucinek pulzov
Za uporabo v klinicne namene je trenutno verjetno najbolj zanimiv vzbujalni
ucinek. Ireverzibilna elektroporacija (IRE) je zelo obetajoca tehnologija za ne-
termicno ablacijo tumorjev. Z elektricnimi pulzi zvisamo permeabilnost tumor-
skim celicam, kar privede do izgube homeostaze in posledicno celicno smrt. Pro-
blem nastane, ker elektricni pulzi povzrocajo krcenje bliznjega misicnega tkiva
in vzbujanje zivcev ali celo mozganskih centrov. Posledica tega je lahko huda
bolecina. Visokofrekvencni bipolarni pulzi (HF-IRE) naj bi pri IRE oz. ablaciji
tkiv v celoti odpravili krcenje misicnega tkiva, ceprav za enak ucinek upora-
bimo vecjo jakost elektricnega polja. S tem se izognemo tudi uporabi spojin
za sproscanje misic, katerih koncentracijo moramo ves cas postopka nadzorovati.
Prav tako lahko z visokofrekvencnimi pulzi dosezemo natancnejso mejo med ire-
verzibilno elektroporiranim tkivom in zdravim tkivom. Prakticno so ta ucinek
preverili na mozganih podgan. Pri frekvencah 250 kHz in 500 kHz in elek-
tricnem polju med 1 kV=cm in 4 kV=cm ni bilo vidnih niti izmerjenih premikov
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ali trzljajev z merilnikom pospeska. Visokofrekvencni pulzi imajo namrec visjo
tokovno mejo za stimulacijo akcijskega potenciala kot nizkofrekvencni. Ce nizamo
dolzino pulzov, postaja razlika se vecja (Arena in sod., 2011a).
1.4.4 Ostali ucinki
Poleg teh treh glavnih ucnikov imajo bipolarni pulzi se nekaj prednosti. Pri bi-
polarnih pulzih se obcutno zmanjsa koncentracija Al3+ ionov po elektroporaciji v
aluminijastih kivetah in Fe2+/Fe3+ ionov po elektroporaciji z nerjavnimi elektro-
dami. Slednji lahko povzrocajo toksicnost medija, kar lahko vpliva na napako pri
oceni ucinkovitosti elektroporacije (Kotnik in sod., 2001a). Naslednja pozitivna
stvar je tudi to, da visokofrekvencni bipolarni pulzi lazje preidejo impedancne
ovire kot nizjefrekvencni monopolarni. Ovire obicajno predstavljajo nizkopre-
vodna tkiva. Zato se elektricno polje po tkivu bolj enakomerno porazdeli in je
elektroporacija bolj homogena (Arena in sod., 2011b; Sweeney in sod., 2016).
1.5 Kako zasnovati elektroporator
Zagotoviti tako visoka elektricna polja na bioloskih bremenih za tako kratek cas
je velik elektrotehniski izziv. Zato potrebujemo zmogljive generatorje elektricnih
pulzov, katerim za namene elektroporacije pravimo elektroporatorji. Na trgu je
vedno vec komercialno dostopnih raziskovalnih elektroporatorjev (npr. Beta tech
Electro Cell S20, Intracell TSS20, OncoSec ImmunoPulse IL-12, idr.). Ker v
raziskavah obicajno potrebujemo precej specicne parametre elektricnega polja,
velikokrat v laboratorijih razvijamo svoje prototipne naprave, saj komercjalno
dostopni niso dovolj zmogljivi.
Obicajni elektroporator sestavljajo uporabniski vmesnik, kontrolni sistem, vi-
sokonapetostni napajalni modul, ojacevalnik pulzov in izhodni modul (slika 1.3).
Lahko vsebujejo se sistem za notranje merjenje napetosti in toka pulzov. V iz-
hodnem modulu imamo lahko tudi komutator za preklapljanje med elektrodami
(Rebersek, 2017).
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Slika 1.3: Shematski prikaz zgradbe elektroporatorjev. Prirejeno po: Rebersek
(2008)
1.5.1 Uporabniski vmesnik in kontrolni sistem
Uporabniski vmesnik sluzi uporabniku za vnasanje in nadzor parametrov elek-
troporacijskih pulzov. Dobro je, da je vmesnik kar se da intuitiven in uporabnika
vodi skozi uporabo. Uporabniku tako ni potrebno ob vsaki uporabi brati navodil
in ne dobi odpora do uporabe naprave. Pomembna je tudi odzivnost vmesnika in
da gladko sledi uporabnikovim ukazom, kar mu daje obcutek kakovosti in zaneslji-
vosti naprave. Uporabniku mora vmesnik prepreciti vnos nemogocih parametrov
in ga opozoriti o neprimerni rabi. Tako omogocimo uporabo sirsemu krogu ljudi
in ne le tehnicni stroki. Za hitrejsi in preprostejsi vnos parametrov skrbi zaslon
na dotik. Vendar tudi tu pazimo, da ta tehnologija uporabniku res olajsa delo in
hkrati omogoca delo z ostalo laboratorijsko opremo.
Kontrolni sistem je tisti, ki doloca potek delovanja naprave glede na ukaze
uporabnika in notranje spremenljivke naprave. Sestavljen je iz programske kode
in krmilnika. Obicajno ga programiramo v obliki diagrama stanj, med katerimi
naprava prehaja. Vsako stanje ima dolocene pogoje za prehode v druga stanja
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in komunikacijo z vhodi in izhodi krmilnika. Zaradi prisotnosti visokih napetosti
mora biti poskrbljeno tudi za varnost v primeru napake v napravi in nacin, da
lahko uporabnik hitro izklopi vse visokonapetostne izhode iz naprave.
Glede na uporabniske vmesnike in kontrolne enote sem naprave, ki sem jih
nasel v literaturi, razvrstil v tri skupine. Prva skupina obsega najosnovnejse na-
prave (Wu in sod., 2011; Shagoshtasbi in sod., 2015), pri katerih se krmiljenje in
uporabniski vmesnik izvajata na mikroprocesorju. Hitrost spreminjanja izhodov
v realnem casu je omejena na priblizno 10 s. Obicajno so vgrajeni v elektropo-
ratorje za elektroporacijo celic z dolgimi pulzi. ce generiramo nizke napetosti, ne
potrebujemo opticnih locitev med omrezno napetostjo in izhodom. Pomanjklji-
vost teh sistemov je v nizki vzorcni frekvenci in kolicini spomina v primeru, da
bi hoteli z napravo tudi meriti elektroporacijske pulze. Problem je tudi v varno-
sti in zanesljivosti sistema, saj se uporabniski vmesnik in casovno kriticne stvari
izvajajo na isti enoti. Velika prednost teh sistemov pa je zagotovo nizka cena,
krajsi cas in stevilo razvijalcev, potrebnih za razvoj.
Sledijo zmogljivejse pretezno prototipne naprave (Assef in sod., 2012; Castro
in Taborda, 2012), ki imajo za izvajanje kontrolnega sistema poleg procesorja
tudi vgrajeno RIO (ang. Recongurable Input/Output) kartico z vezjem FPGA
(ang. Field Programmable Gate Array). Ti omogocajo zelo visoke hitrosti krmil-
nih signalov, ki so obicajno omejeni le s hitrostjo notranje ure. V vezju FPGA se
med sintezo glede na programsko kodo povezujejo med seboj logicna vrata. Tako
v vezju ni dodatnih procesov, ki bi upocasnjevali delovanje. Zato lahko v vsakem
ciklu ure spremenimo vrednost izhodov. Hitrost spreminjanja izhodov v realnem
casu pri vecini dosega 25 ns, meritve izhodnih signalov pa lahko zaradi Nyquist-
Shannonovega izreka zajemamo do frekvence 20 MHz. Se vedno lahko uporabimo
le eno vrsto programske opreme za cel sistem, saj novejse razlicice visokonivoj-
skih programskih jezikov, npr. LabVIEW (National Instruments, ZDA), Matlab
(MathWorks Inc., ZDA), omogocajo tudi programiranje vezij FPGA. Z locitvijo
uporabniskega vmesnika in kontrolnega dela naprave ter galvansko locitvijo vi-
soko in nizkonapetostnega dela zagotavljamo vecjo varnost in zanesljivost na-
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prave. Zaradi visokonivojskih programskih jezikov je razvoj precej hiter, vendar
vseeno zahteva vec sredstev in casa kot prva skupina naprav.
V zadnjo skupino sem uvrstil bolj profesionalne naprave, katerih uporabniski
vmesniki in kontrolne enote so kot pri drugi skupini loceni, ampak so ze
nizjenivojske programske komponente razvite izkljucno za dano napravo. Za-
radi tega je varnost in cena ene naprave nizja. Vendar razvoj zahteva precej vec
casa, sredstev in razvijalcev. Zmogljivosti in ostale karakteristike so zelo podobne
kot v drugi skupini naprav. Primer elektroporatorja iz te skupine je Cliniporator
italijanskega podjetja IGEA.
1.5.2 Nacini generiranja elektroporacijskih pulzov
Generator pulzov, ki sestoji iz visokonapetostnega napajalnika in ojacevalnika
pulzov, izberemo glede na zeleno amplitudo napetosti in cas trajanja pulzov.
Glede na ta parametra elektroporacijsih pulzih nacine generiranja pulzov delimo
v 5 skupin (slika 1.4). Podrocje elektricnih parametrov na sliki se ujema s sliko
1.2, na kateri so prikazane aplikacije pulzov.
Na sliki 1.4 so narisane priblizne locnice med tehnologijami generiranja pul-
zov. Po napetosti locimo tehnologijo glede na stikalne elemente, po casu pa glede
na metodo generiranja pulzov. V obmocju od mV do V, kjer gre obicajno za eno-
celicno elektroporacijo ali elektroporacijo lipidnega dvosloja, uporabljamo opera-
cijske ojacevalnike. S povratno vezavo operacijskih ojacevalnikov lahko dosezemo
precej vecjo natancnost pulzov kot pri visjih napetostih. V obmocju od nekaj V
do 1 kV uporabljamo mocnostna MOSFET in IGBT stikala. Ce zelimo generirati
visje napetosti, vezemo vec sklopov generatorjev za obmocje med V in kV med
seboj, vezemo vec MOSFET ali IGBT stikal zaporedno ali pa uporabimo iskrisca
(ang. spark gap). Ker je bila amplitudna zahteva za nas elektroporator 1 kV ,
smo izbrali radiofrekvencna MOSFET stikala.
Za pulze dolge od vec sto ns do s uporabljamo klasicne nacine generiranja
pulzov t.j. s sklapljanjem in izklapljanjem stikala. Z vezji za oblikovanje pulza
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Slika 1.4: Razdelitev elektroporacijskih pulzov v skupine glede na napetost in
dolzino pulzov. Vir: Rebersek in Miklavcic (2010).
(ang. pulse-forming networks) lahko generiramo se krajse dolzine pulzov. Tu
gre za povsem drugacno zamisel generiranja pulzov. Stikala se ne vklapljajo in
izklapljajo dovolj hitro za generiranje tako kratkih pulzov. Ko stikalo v vezju za
oblikovanje pulza sklenemo, se pulz zgenerira zaradi strukture vezja in nihanja
energije v vezju, ne da bi morali stikalo ponovno razkleniti.
Generiranje elektroporacijskih pulzov lahko razdelimo v pet skupin glede na
metodo vezave ojacevalnika. Znacilna vezja za vsako skupino so prikazana na sliki
1.5. Prva skupina je najbolj preprosta in se imenuje kar metoda s praznjenjem
kondenzatorja. Stikalo kondenzator preklaplja med napajalnim virom in bre-
menom. Praznjenje kondenzatorja na izhodu generira eksponentno padajoc pulz.
Ce vec enot teh generatorjev primerno povezemo skupaj, dobimo Marxov gene-
rator s katerim lahko generiramo vec kilovoltne pulze. Prednost te metode je
predvsem preprostost in cena. Uporablja pa se v prehranski industriji ter za
bakterijsko in kvasno gensko elektrotransfekcijo.
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To metodo lahko nadgradimo tako, da napajalnik ves cas polni kondezator,
stikalo pa vklaplja in izklaplja povezavo med kondenzatorjem in bremenom. Sku-
pino teh generatorjev imenujemo generatorji pravokotnih pulzov. Stikala za
to vrsto generatorjev so izredno hitra. Primerni so klasicni ali radiofrekvencni
MOSFETi ali IGBTji. Moznost se hitrejsih preklopov in vecjih tokov pa obe-
tajo silicij-karbidni in galij-nitridni MOSFETi (Pirc, 2015). Ko se stikalo sklene
in razklene, se ustvari pravokoten pulz, ki zaradi neidealnosti napajalnega vira s
casom nekoliko upada. Kadar potrebujemo vecjo prilagodljivost amplitude, lahko
naredimo modularni generator z vec enotami, ki jih vezemo zaporedno. Genera-
torji pravokotnih pulzov omogocajo visoke tokove in ter kontrolo nad parametri
pulzov v sirokem obmocju. Uporabljajo se pri ablaciji tkiv, elektrokemoterapiji,
genski elektrotransfekciji in raziskovanju elektroporacije.
Analogni generatorji izboljsajo stabilnost amplitude pulzov in omogocajo
generiranje signalov poljubnih oblik, vendar pa casi dviga in spusta ne morejo
biti tako kratki kot pri generatorjih pravokotnih pulzov. Prav tako je kontrolni
sistem bolj kompleksen. Dolzina, napetost in tok pa so omejeni zaradi izgube
moci na linearnem ojacevalniku. Uporabljajo se na istih podrocjih kot generatorji
pravokotnih pulzov.
Najbolj prepoznaven in razsirjen generator iz skupine vezij za oblikovanje
pulza je Blumleinov generator. Izkorisca potovanje in odboj elektromagne-
tnega valovanja v valovodu. Ker imamo breme vezano med dvema valovodoma
enakih dolzin, se valovanje na bremenu dvakratne impedance valovoda ravno
tako odbije, da dobimo na izhodu elektricni pulz amplitude enake napajalni. Ta
nacin omogoca visoke tokove in napetosti, vendar moramo paziti na impedancno
ujemanje valovodov in bremena. Raziskovalcem pa je uspelo razviti tudi Blumle-
inov elektroporator z mosticno vezavo stikal na valovod, ki omogoca nastavljanje
dolzine pulza (Rebersek in sod., 2009).
Drugi generator v skupini vezij za oblikovanje pulza pa je generator z
diodno-odpiralnim stikalom. Izkorisca znacilnost posebne vrste diod, ki zelo
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hitro nehajo prevajati elektricni tok v blokirni smeri sele po dolocenem casu
(Sanders in sod., 2009). Dolzino pulza tako doloca induktivnosti tuljave L2 in
upornost bremena ZL. Zaradi podobnega casa dviga in casa padanja pulza na
izhodu dobimo ponavadi pulz podoben Gaussovemu pulzu. Nacrtovanje takega
generatorja je bolj zahtevno kot Blumleinovega. Prednost pred Blumleinovim
generatorjem pa je v tem, da napajalnik generira le do petkrat nizjo napetost,
kot je izhodna napetost pulza. Prav tako pa stikalu ni potrebno prenesti koncne
amplitude pulza in je lahko pocasnejse kot dvizni cas pulza.
Slika 1.5: Nacini generiranja visokonapetostnih elektricnih pulzov in tipicni izho-
dni pulzi: A) generator s praznjenjem kondenzatorja, B) genrator prakovkotnih
pulzov, C) analogni generator, C) blumleinov generator in D) generator z diodno
odpiralnim stikalom. Vir: Rebersek in Miklavcic (2011).
Ce v generatorje vgradimo dodatne module, lahko dosezemo se druge ucinke
poleg elektroporacije. Na primer za prenasanje zdravilnih ucinkovin preko koze
ali vecjih DNK molekul v celice (Satkauskas in sod., 2002) dodamo dodaten niz-
knonapetostni modul, za zlivanje celic pa dielektroforeticni modul. Vendar sta
cena in cas razvoja takega elektroporatorja visja (Rebersek in Miklavcic, 2010).
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1.5.3 Elektrode
Poskrbeti moramo tudi za primerno povezavo med elektroporatorjem in tkivom
oz. medijem, v katerem so celice. Glede na aplikacijo pravilno izberemo elek-
trode, saj oblika in postavitev elektrod zelo vplivata na porazdelitev elektricnega
polja. Na sliki 1.6 vidimo porazdelitev elektricnega polja osnovnih vrst elektrod.
Elektricno polje med ploscatima elektrodama je homogeno, razen pri robovih,
kjer je polje stresano. Pri ostalih vrstah elektrod je polje mocnejse tik ob elek-
trodah in potem sibi proti srediscu. Opazimo tudi zelo visoko elektricno polje ob
ostrejsih robovih ali izoliranih zozitvah (Rebersek in sod., 2014). Pri izbiri ele-
ktrod pomislimo tudi na impedancno ujemanje z elektroporatorjem, elektrolizo
materiala elektrod in biokompatibilnost materiala z mestom uporabe.
Slika 1.6: Numericno izracunano (Comsol Multiphysics 5.2, ZDA) staticno elek-
tricno polje med: (a) ploscatimi elektrodami (b) igelnimi elektrodami (c) mikro
elektrodami C) kolinearnimi elektrodami v pretocni komori. Napetosti na elek-
trodah so 1 V za mikroelektrode in 100 V za ostale. Material elektrod je zelezo
in medij voda s prevodnostjo 1 S=m. Vir: Rebersek (2017).
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1.5.4 Varnost in standardi
Elektroporatorji so visokonapetostni generatorji in zato potencialno nevarni za
paciente, upravljavce in bliznje naprave. Tudi za prototipne elektroporatorje
moramo upostevati nekatere varnostne smernice. Najvecji varnostni problemi
so galvanska locitev visoko in nizkonapetostnih delov, omejitev izhodnega elek-
tricnega toka oz. energije in delovanje naprave v primeru napake. Zakon doloca,
da morajo vsi medicinski elektroporatorji ustrezati krovnemu standardu za medi-
cinske naprave IEC60601-1. V okviru krovnega standarda pa moramo upostevati
tudi standarde za elektromagnetno zdruzljivost EN 55011, programsko opremo
medicinskih naprav IEC 62304, uporabnost medicinskih naprav IEC 62366 in
upravljanje s tveganji ISO 14971 (Rebersek in sod., 2014). Pri laboratorijskih
prototipnih generatorjih poskusamo slediti krovnemu medicinskemu standardu,
ce ne uspemo, pa vsaj standardu za elektricno opremo za merjenje, kontrolo in
laboratorijsko opremo IEC 61010.
1.6 Povod za razvoj elektroporatorja
Elektroporacija je zelo obetavna in siroko uporabna metoda. Z napredkom teh-
nologije in elektroporatorjev je vedno bolj aktualno obmocje dolzin pulzov pod
10 mikrosekund. Pulzi so v tem primeru ze tako kratki, da so primerljivi s casi
trajanja bioloskih procesov v celici. Iz ameriskih in drugih tujih univerz prihaja
vedno vec clankov o posebnih ucnikih, ki postanejo bolj izraziti, ko dolzine pulzov
skrajsamo in povecamo ponavljalno frekvenco pulzov.
S poznavanjem mehanizmov v ozadju teh ucinkov bi lahko zelo vplivali na
uspesnost elektroporacije, zmanjsali potrebno energijo ali skrajsali cas postopka.
Da bi vedeli vec o teh pojavih, bi morali sistematicno raziskati to podrocje in od-
govoriti na nekaj vprasanj. Na primer kako dolg premor med pulzi povzroci vecjo
obcutljivost celic za razlicne case in amplitude? Kako dolg naj bo premor med
pozitivno in negativno fazo bipolarnega pulza, da ne pride do ucinka preklica?
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Kje je mejna ponavljalna frekvenca bipolarnih pulzov, kjer se ne pride do krcitve
misic med elektroporacijo? Kako razlicni parametri bipolarnih pulzov vplivajo
na permeabilizacijo celic, vnos molekul v celico, prezivetje celic in raztapljanje
elektrod? Ta vprasanja odpirajo novo raziskovalno okno. Raziskali bi ga lahko z
elektroporatorjem, ki bi omogocal spreminjanje velikega stevila parametrov ele-
ktricnih pulzov v sirokem obmocju. Za razvoj taksnega generatorja so potrebni
sodobni stikalni elementi in hiter kontrolni sistem (Cronje in Gaynor, 2013; Gra-
inys in sod., 2016) ter kar nekaj znanja. Zato je razvoj takega elektroporatorja
velik izziv.
1.7 Izhodiscne zahteve za elektroporator
Iz pregleda podrocja v uvodu in izkusenj sodelavcev smo dolocili zahteve katerim
naj elektroporator ustreza, da bo lahko dosegel svoj namen. Nekatere izhajajo
iz narave elektroporacije in zgoraj opisanih ucinkov visokofrekvencnih bipolarnih
pulzov, druge pa iz uporabne vrednosti elektroporatorja za raziskovalce:
1. Elektroporator naj omogoca generiranje monopolarnih in bipolarnih pulzov.
2. Elektroporator naj omogoca generiranje dolzine pulzov in pavz med pulzi v
pod mikrosekundnem obmocju in s tem njihovo visoko ponavljalno frekvenco.
3. Elektroporator naj omogoca generiranje napetosti pulzov do 1 kV .
4. Elektroporator naj omogoca nastavljanje naslednjih sedmih parametrov pul-
zov: dolzina pulza, dolzina pavze med pozitivno in negativno polariteto,
dolzina pavze med dvema pulzoma, stevilo pulzov v enem vlaku pulzov,
stevilo vlakov pulzov, ponavljalna frekvenca vlakov pulzov in amplituda pul-
zov.
5. Elektroporator naj omogoca trajno shranjevanje in priklic protokolov pulzov.
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6. Elektroporator naj bo mogoce varno uporabljati v celicnih laboratorijih in
upravljati z laboratorijskimi rokavicami.
7. Elektroporator naj ima prilozena navodila za uporabo in ima oznacena za
uporabnika nevarna mesta
8. Elektroporator naj bo preprost za uporabo (priklopi in uporabljaj) in ga bo
tako lahko uporabnik upravljal brez pomoci razvijalcev.
Zahtevam sem zadostil s cilji, ki so zapisani v naslednjem poglavju. Navodila
za zadnjo zahtevo so prilozena v prilogi.
1.8 Namen in cilji magistrskega dela
Glede na casovni okvir magistrskega dela in izhodiscne zahteve smo strnili
naslednji namen magistrskega dela:
Zasnovati, izdelati in preizkusiti zanesljiv in za uporabo preprost visokofre-
kvencni bipolarni elektroporator, ki generira elektricne pulze na sirokem podrocju
elektricnih parametrov in bo tako namenjen predvsem sistematicnemu razisko-
vanju vpliva elektricnih parametrov na proces elektroporacije in spremljajocih
ucnikov pri bioloskih celicah.
Proces razvoja naprave smo dolocili s spodnjimi cilji. Nekateri cilji se nepo-
sredno navezujejo na zahteve, podane v podpoglavju 1.7, drugi pa so podporni
cilji, ki so omogocili izpolnitev vseh zahtev. Zaporedju ciljev je kronolosko sledil
tudi razvoj naprave, zato je tako oblikovana tudi struktura poglavij 2 in 3.
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1. Preuciti znanstveno in tehnolosko podrocje ter ugotoviti katera tehnologija
in arhitektura naprave bosta po specikacijah, hitrosti in enostavnosti im-
plementacije ter ceni najbolj primerni za navedene zahteve.
2. Izdelati intuitiven gracni uporabniski vmesnik na tablicnem racunalniku in
vzpostaviti brezzicno povezavo krmilnih in merilnih podatkov s krmilnikom
tako, da bosta zadoscala zahtevi 6.
3. Sprogramirati zanesljiv kontrolni sistem elektroporatorja na podlagi zahtev
1, 4, 5 in 7
4. Uporabiti in prilagoditi ojacevalnik pulzov za izhodno stopnjo elektropora-
torja tako, da bo zadoscal zahtevi 2 in 3.
5. Zagotoviti primerno varnost uporabnika in naprave z izdelavo locilno me-
rilnega tiskanega vezja ter pripadajocega gonilnika.
6. Razviti in izdelati elektroniko in povezave med sklopi elektroporatorja, ki
bodo omogocali napajanje elektronskih sklopov in komunikacijo med njimi
ter povezati napravo v celoto, ki bo ustrezala zahtevi 7.
7. S kalibracijo casovnih in amplitudnih parametrov odpraviti napake zaradi
neidealnosti elektronike.
8. Izmeriti in analizirati potek izhodne napetosti in toka pulzov pri treh
razlicnih obremenitvah oziroma prevodnostih medijev.
, , Vsa rast je odvisna od aktivnosti. Ne obstajafizicni 
ali intelektualni razvoj brez truda - in trud pomeni 
delo. , , 
Calvin Coolidge, trideseti predsednik ZDA 
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V naslednjem poglavju bom predstavil kako smo zasnovali napravo, kako je pote-
kal razvoj in kako smo izdelali posamezne sklope naprave. Potek poglavja dolocajo
cilji magistrskega dela, ki so navedeni v zadnjem poglavju uvoda. Vsebina vsa-
kega cilja bo obravnavana v svojem podpoglavju.
2.1 Izbira tehnologije ter arhitekture - cilj 1
V uvodu smo podrobno preucili podrocje razvoja naprav za elektroporacijo in
zahteve, potrebne za delo na poskusih v prihodnosti. Na podlagi tega smo se
odlocili, da je spodaj opisana tehnologija najbolj primerna glede na tehnolosko
ucinkovitost, potreben cas za implementacijo in ceno. Shema sistema je prikazana
na sliki 2.1.
Kombinacija tehnologije za kontrolni sistem in gracni uporabniski vmesnik,
ki nam je omogocila dovolj hiter razvoj in zadostne zmogljivosti za dane zahteve,
je krmilnik NI myRIO in gracni programski jezik LabVIEW 2014 ter LabVIEW
FPGA 14.0. Za vezni clen med uporabnikom in napravo sluzi tablicni racunalnik
Google Nexus 7. Za oblikovanje gracnega uporabniskega vmesnika na tablicnem
racunalniku smo uporabili Android aplikacijo Data Dashboard.
Krmilnik NI myRIO (National Instruments, ZDA) (ang. Recongurable
Input/Output) je prenosna testna ploscica z 10 analognimi vhodi, 6 analognimi
izhodi, 24 digitalnimi vhodno-izhodnimi vrati, 4 LED izhodi in dvema gumboma.
Jedro sistema je cip Zynq 7010 (Xlinx, ZDA) z dvema procesorjema ARM Cortex-
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A9 in FPGA (ang. Field Programmable Gate Array) vezjem. Vgrajeno ima 40
MHz uro, kar zadosca hitrosti krmiljenja, ki jo potrebujemo. Omogoca tudi
ustvarjanje lastne WiFi dostopne tocke, na katero se poveze tablicni racunalnik.
Tako je sistem neodvisen od dosegljivosti WiFi omrezja in hkrati skrit pred
nezelenimi vdori v napravo.
Kontrolni sistem sem sprogramiral v programskem okolju LabVIEW 2014
(National Instruments, ZDA) in LabVIEW FPGA 14.0 (National Instruments,
ZDA). LabVIEW je visoko nivojski programski jezik, ki je v prvi vrsti name-
njen za avtomatizacijo, testiranje in meritve v raziskovalnem okolju in industriji.
Omogoca hitro ustvarjanje kontrolnih sistemov in testnih programov, saj je za
vecino nizkonivojske logike vnaprej poskrbljeno. Vsebuje tudi vecino gonilnikov
za komercialne naprave in protokole.
Programa LabVIEW in LabVIEW FPGA se izvajata na krmilniku myRIO
v cipu Zynq 7010. LabVIEW tece na sistemu Linux Real-Time na procesorjih
ARM Cortex-A9, kjer se izvaja vecina glavne logike krmilnega sistema. LabVIEW
FPGA pa se izvaja na FPGA vezju, ki omogoca vecje hitrosti in casovne na-
tancnosti ter lahko vrednost na izhodu spremeni ob vsakem taktu ure. Prednosti
vezja FPGA sem izkoristil za generiranje pulzov na izhodu krmilnika in komu-
nikacijski protokol z merilno-locilnim vezjem. Programska in strojna oprema
omogocata dovolj hitro krmiljenje pulzov, saj je frekvenca notranje ure za vezje
FPGA 40 MHz.
Uporabnik napravo upravlja z tablicnim racunalnikom Google Nexus 7
2013 (ASUS, Tajvan). Nexus 7 je ravno dovolj velik (198.5x120x10.5 mm) ta-
blicni racunalnik, da smo lahko nanj strnili gracni uporabniski vmesnik in ga je
mogoce drzati z eno roko. Ima WiFi anteno in 7 incni zaslon na dotik locljivosti
800x1280. Poganja ga cisti Googlov Android, brez dodatnih modulov proizva-
jalca. Zaslon omogoca upravljanje z dotikom preko laboratorijskih rokavic.
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Izhodna stopnja nase naprave je H-mosticni digitalni ojacevalnik (v na-
daljevanju visokonapetostni ojacevalnik), ki je zgrajen iz visokonapetostnih radi-
ofrekvencnih tranzistorjev MOSFET. Ojacevalnik ima dva digitalna vhoda. Eden
za pozitivni in eden za negativni pulz. Za vir polnjenja kondenzatorja, ki hrani
energijo za pulze, sluzi visokonapetostni napajalnik RB60-1P (Matsusada, Ja-
ponska).
Pomemben del elektronike v napravi, izdelan v sklopu magistrskega dela, je
tudi locilno merilno vezje. Vezje galvansko loci visoko in nizkonapetostni del
naprave. Ta zagotavlja varnost nizkonapetostnemu delu naprave in uporabniku
pred visoko napetostjo. Locitev analognih signalov je izvedena z digitalizacijo
in opticnimi sklopniki preko SPI (Serial Peripheral Interface) komunikacijskega
protokola.
2.2 Gracni uporabniski vmesnik in povezava s krmilni-
kom - cilj 2
Gracni uporabniski vmesnik se izvaja na tablicnem racunalniku in je izdelan v
aplikaciji za Android platformo Data Dashboard (National Instruments, ZDA).
V aplikaciji se uporablja zgolj objektno programiranje, kjer z ze narejenimi kom-
ponentami sestavljamo vmesnik za uporabnika. Vsak objekt na uporabniskem
vmesniku nato povezemo z deljeno spremenljivko, ki smo jo ustvarili v programu
LabVIEW in jo prenesli na krmilnik. Aplikacija omogoca spreminjanje vecine
oblikovalskih parametrov - barva ozadja, velikost in oblika pisave, barvne sheme
ipd. Z uporabnikom komuniciramo z vnosnimi in prikazovalnimi spremenljivkami
ter gra. Lahko ustvarimo vec zaslonov med katerimi se premikamo s podrsajem
po zaslonu.
Pred izbiro tablicnega racunalnika smo ze oblikovali priblizen videz vmesnika,
saj je kolicina elementov na zaslonu vplivala na velikost tablicnega racunalnika.
Odlocali smo se med 10-incnim in 7 incnim tablicnim racunalnikom in se zaradi
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rokovanja in zadostne velikosti odlocili za slednjo. Vmesnik sem naredil kar se da
preprost za uporabo tudi za netehnicno stroko. Ozadje in elementi na vmesniku
so v svetlo zeleni barvi, ki simbolizira naravo. Vmesnik je narejen v angleskem
jeziku, da lahko napravo uporabljajo tudi tuji raziskovalci. Uporabniku je na
voljo pet zaslonov.
Na prvem zaslonu so zgoscena zacetna navodila za uporabo elektroporatorja
in tablicnega racunalnika. Celotna navodila lahko uporabnik poisce na namizju
tablicnega racunalnika. Prilozena so tudi v prilogi magistrskega dela.
Sledita dva kontrolna zaslona, ki ju prikazujeta sliki 2.2 in 2.3. Na prvem se na
vrhu uporabniku izpisuje status naprave ('MACHINE STATUS'), ki se spreminja
v vsakem izmed stanj. Uporabniku sporoca v katerem stanju je naprava in kaj naj
stori, kjer stanje potrebuje interakcijo uporabnika za napredovanje. V naslednji
vrstici sta dva gumba za polnjenje kondenzatorjev ('LOAD capacitors') in zacetek
pulziranja ('START delivery') ter lucka, ki sveti ce so kondenzatorji napolnjeni
na zeleno napetost ('V in range?'). Sledijo okenca za vnos sedmih elektricnih
parametrov pulzov: dolzina pulza ('Pulse length'), dolzina pavze med pozitivno
in negativno polariteto ('Pause between +/- part'), dolzina pavze med dvema
pulzoma ('Pause between pulses'), stevilo pulzov v enem vlaku pulzov ('# of pul-
ses in burst'), stevilo vlakov pulzov ('# of bursts'), ponavljalna frekvenca pulzov
('Pulse repetition frequency') in amplituda pulzov ('Amplitude'). Levo spodaj
najdemo prikazovalnik napetosti na kondenzatorjih v obliki stevca ('Capacitors
voltage'). Desno spodaj je gumb za zaustavitev naprave ('Shutdown') in desno
zgoraj gumb 'Stop ICE' za zaustavitev v sili ('Stop ICE'). Razlaga parametrov
je prikazana na slikah 2.4 in 2.5.
Tretji zaslon omogoca nastavljanje polaritete pulzov in trajno shranjevanje
protokolov parametrov (slika 2.3). Uporabnik lahko protokol, t.j. vseh sedem
parametrov in polariteta, shrani za kasnejso uporabo nalozi parametre v obliki
.txt datoteke in tiste, ki jih ne potrebuje vec izbrise. Ta zaslon lahko uporabnik
zaradi varnosti uporablja le v stanju, ko so kondenzatorji prazni.
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Slika 2.2: Zaslon za vnasanje para-
metrov pulzov in osnovno krmilje-
nje.
Slika 2.3: Zaslon za dodatne na-
stavitve in trajno shranjevanje pa-
rametrov.
Na koncu pa sta se dva zaslona, ki gracno obrazlozita kaj pomenijo posamezni
elektricni parametri pulzov, ki jih uporabnik vnese na tretjem zaslonu. Eden za
monopolarne pulze in drugi za bipolarne pulze. Prikazana sta na slikah 2.4 in
2.5.
Da tablicni racunalnik lahko komunicira s krmilnikom, ju povezemo v komu-
nikacijsko brezzicno omrezje. Krmilnik myRIO omogoca ustvarjanje lastne WiFi
brezzicne dostopne tocke. Omrezju nato dolocimo se naslov (SSID), geslo in ostale
varnostne nastavitve. Ko krmilnik dobi napajanje, takoj ustvari brezzicno dosto-
pno tocko. Tablicni racunalnik sem nastavil tako, da se avtomatsko poveze na
omrezje krmilnika, ce je ta na voljo. Tako uporabnik na tablicnem racunalniku
le odpre program Data dashboard, pritisne tipko 'Play' in ze lahko uporablja
elektroporator.
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Slika 2.4: Zaslon na katerem so
razlozeni parametri za monopo-
larne pulze.
Slika 2.5: Zaslon na katerem so
razlozeni parametri za bipolarne
pulze.
Vsakic, ko uporabnik vnese novo vrednost v podatkovno polje, ali pritisne
gumb, se nova vrednost prenese v krmilnik. Vsak vnosni ali prikazovalni objekt
je povezan na IP-naslov krmilnika. Te vrednosti potem v programu uporabljam
kot deljene spremenljivke. Zato zagotovimo, da uporabnik s spremembo spremen-
ljivke med procesom ne more povzrociti napake v napravi. V primeru vnesenih
nesmiselnih ali vrednosti izven meja gracni uporabniski vmesnik sam ponastavi
vrednosti podatkovnih polj na prejsnjo oz. mejno vrednost. Meje so dolocene
glede na zmogljivost naprave. Amplituda lahko nastavimo med 60 V in 1000 V
ter dolzine pulzov in pavz med 400 ns in 1 ms.
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2.3 Programiranje krmilnega sistema elektroporatorja -
cilj 3
Programska koda kontrolnega sistema je napisana v programskem okolju
LabVIEW 2014. Razdeljena je na tri sklope, ki se izvedejo casovno zaporedno.
Potek programa prikazuje slika 2.6.
Prvi inicializacijski sklop ustvari reference na strojne dele naprave, ki se upo-
rabljajo kasneje v programu. Ustvari tudi deljeno referenco na vezje FPGA za
casovno kriticni del programa in komunikacijo z locilno-merilnim vezjem. Pona-
stavi vse deljene spremenljivke, t.j. vnosne in prikazovalne spremenljivke, ki se
posiljajo med tablicnim racunalnikom in krmilnikom po WiFi omrezju. Uporab-
nik v casu inicializacije vidi sporocilo 'Starting Bipolar Pulse Generator. Please
wait...'
Drugi sklop je jedro programa, ki se izvaja po diagramu stanj, dokler ga upo-
rabnik ne zaustavi ali ne pride do napake v programu. V vsakem stanju se izpise
sporocilo v angleskem jeziku za uporabnika in sveti drugacna kombinacija LED
luck na myRIO krmilniku. Prednja plosca ohisja je izdelana iz prozornega pleksi
stekla, da lahko uporabnik krmilnik in LED lucke vidi. To omogoca uporab-
niku dvojno preverjanje stanja naprave. Opis poteka vseh osmih stanj sledi v
naslednjih odstavkih.
Prvo in privzeto stanje 'spanje-prazno' se izvaja, ko so kondenzatorji prazni
in naprava caka, da uporabnik vnese vse parametre: dolzino pulza, dolzino pavze
med pozitivno in negativno polariteto, dolzino pavze med dvema pulzoma, stevilo
pulzov v enem vlaku pulzov, stevilo vlakov pulzov, ponavljalno frekvenco vlakov
pulzov in amplitudo pulzov in klikne gumb 'LOAD capacitors' in s tem zacne
polniti kondenzatorje. Ce bi uporabnik zelel ze na tem mestu dovesti pulze, ga
naprava opozori, da naj najprej vnese parametre in napolne kondenzatorje. Ko je
kontrolni sistem v tem stanju, je v podatkovnem oknu 'Status' izpisano sporocilo
'Welcome to LBK Bipolar Pulse Generator! Please insert desired parameters and
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Slika 2.6: Diagram stanj poteka programske kode, ki se izvaja na procesorjih.
V zaobljenih pravokotnikih so stanja krmilnega sistema. Na vrhu je izpisano
ime stanja takoj pod njimi v modrem sporocilo, ki se izpise uporabniku in nizje
se kaj se izvede v tistem stanju. Prehodi med stanji so oznaceni s puscicami na
puscicah pa so morebitni pogoji za prehod. Zelene puscice kazejo predviden potek
programa, rdece nestandardno pot in vijolicne dodatne funkcionalnosti. Kjer je
pri pogojih zraven narisan stricek, algoritem zahteva interakcijo uporabnika, da
preide v to stanje. Na desni strani pravokotnikov je prikazano, katera LED lucka
je prizgana v tem stanju.
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polarity.', sveti pa lucka LED0.
Ko uporabnik pritisne gumb 'LOAD Capacitors', se program pomakne v nasle-
dnje stanje 'nastavi parametre'. Tu program preveri parametre, ce so smiselni
in v dolocenih mejah. Osnovne stvari popravi ze gracni vmesnik sam, tu pa
se preveri ali so casi veckratniki takta ure generatorja pulzov in ali je frekvenca
ponavljanja vlakov pulzov dovolj majhna, da lahko vanjo pridejo vsi pulzi. V pri-
meru, da parametri ne ustrezajo zahtevam, se uporabnika na to opozori in sistem
se vrne v stanje 'spanje-prazno'. Casovni parametri se nato pretvorijo v primerno
obliko za vezje FPGA - t.j. stevilo taktov ure. Vsi parametri, razen amplitude,
ki se poslje napajalniku, se posljejo na vezje FPGA. Poleg tega krmilnik poslje
tudi signal za rele, ki izenacevalni kondenzator kratko sklene, kadar dovajamo
monopolarne pulze. Pri pretvorbi casovnih parametrov upostevamo tudi casovno
kalibracijo glede na nastavljeno napetost. Kalibracija parametrov je podrobno
opisana v poglavju 3.1. V okencu status se za kratek cas izpise 'Parameters are
set!'.
Ko se vse potrebno izvede, program samodejno nadaljuje v stanje 'polni
kondenzatorje'. V tem stanju krmilnik preko locilno merilnega vezja poslje si-
gnal visokonapetostnemu napajalniku, da naj zacne polniti kondenzatorje. Preko
locilno merilnega vezja krmilnik prejema tudi trenutno vrednost napetosti na kon-
denzatorjih. Ko se kondenzatorji napolnijo do nastavljene vrednosti napetosti,
elektroporator preide v naslednje stanje. Uporabnik med tem casom v okencu
Status vidi napis 'Capacitors are charging...'. Kadar je napetost na kondenza-
torjih visja od nastavljene, (to se zgodi kadar se kondenzatorji niso izpraznili od
prejsnjega pulziranja) napajalnik ne polni in uporabnik vidi napis 'Capacitors
are discharging...'. Ves cas, ko se polnijo/praznijo kondenzatorji, pa na krmilniku
gori lucka LED1.
Naslednje stanje je 'spanje-polno'. V tem stanju so kondenzatorji polni in
algoritem caka na uporabnika, da s pritiskom na gumb 'START delivery' sprozi
dovajanje pulzov. Uporabniku se v okencu 'MACHINE STATUS' izpise 'Capa-
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citors are charged'. When ready, start delivering pulses!' in zagori lucka LED2.
Na voljo ima 90 s da sprozi pulze, drugace se elektroporator sam vrne v stanje
'spanje-prazno'. Ta varnostni mehanizem je vgrajen zaradi primera, ce bi upo-
rabnik pozabil napravo z napolnjenimi kondenzatorji. V stanju 'spanje polno' je
visokonapetostni napajalnik se vedno aktiven, saj se kondenzatorji zaradi para-
zitnih upornosti sami s casom praznijo. Krmilnik med tem ves cas spremlja ali
je napetost na kondenzatorjih v obmocju tolerance. Toleranca je nastavljena na
3% nastavljene napetosti. V primeru, da se je uporabnik zmotil pri vnasanju ka-
terega izmed parametrov, lahko v tem stanju popravi ta parameter in s ponovnim
klikom na 'LOAD capacitors' ponastavi parametre. Okence status ga obvesti z
napisom 'New parameters set.' Krmilnik bo nato ponastavil vrednosti in se preko
stanj 'nastavi parametre' in 'polni kondenzatorje' vrnil v stanje 'spanje-polno'.
Ce pa uporabnik pritisne gumb 'START delivery', krmilnik preide v naslednje
stanje.
Stanje 'Dovajanje pulzov' vezju FPGA poslje zastavico, da lahko zacne
pulzirati. Zazene se koda za FPGA vezje, katere algoritem je prikazan na sliki
2.7. Vezje FPGA lahko stanje registrov spremeni v vsakem taktu ure in ima
neposreden dostop do izhodov krmilnika. Zaradi tega so lahko pulzi iz krmilnika
natancni do takta ure. Algoritem za FPGA vezje ima vgrajen tudi varnostni
mehanizem, ki v vsakem ciklu preveri, ce je uporabnik pritisnil gumb 'Stop ICE'.
V tem primeru takoj izklopi vse izhode iz krmilnika. V statusnem okencu je med
dovajanjem pulzov izpisano 'Delivering pulses...'. LED lucke med dovajanjem
svetijo po posebnem protokolu - med vlakom pulzov sta prizgani LED1 in LED2,
ko pa je pavza med vlakoma pa sta prizgani LED0 in LED3.
Ko je pulziranje koncano, algoritem za vezje FPGA poslje zastavico in s tem
sporoci, da naj se elektroporator pomakne v stanje 'po dovajanju'. Izklopi se
polnjenje kondenzatorjev, algoritmu za vezje FPGA se vrne zastavica, v okencu
status pa se izpise 'Pulse delivery successfuly complete.' in zasveti LED3. Po
petih sekundah se elektroporator pomakne nazaj v stanje 'spanje-prazno' in cikel
dovajanja pulzov lahko ponovimo.
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Slika 2.7: Poenostavljen diagram stanj po katerem deluje programska koda za
vezje FPGA. Algoritem se zacne levo zgoraj. V rombu 'Dolzina pulza?' se pre-
verja pogoj ali je stevec ze dosegel vrednost, ki ustreza dolzini pulza oz. pavze.
Ce se ni, se mu vrednost poveca za eno. Ko pa stevec doseze nastavljeno vre-
dnost, se stevcu pulzov 'stPulzov' pristeje ena in preveri ali je stevilo pulzov v
vlaku ze dosezeno v pogoju '#PULZOV?'. Ce ni dosezeno, se algoritem vrne v
prvi cikel, drugace pa se preveri zadnji pogoj '#VLAKOV?'. Ce stevilo vlakov ni
dosezeno, se ponastavita parametra 'stevec' in 'stPulzov', poveca se stevec vlakov
'stVlakov' in zacne se nov vlak. V nasprotnem primeru pa algoritem ponastavi
vse parametre algoritma za FPGA vezje in konca z dovajanjem pulzov.
Ves cas izvajanja glavnega sklopa se vzporedno izvaja zanka s kodo za komu-
nikacijo z locilno-merilnim vezjem. Podatki se posiljajo med zankama, vendar
zanki delujeta neodvisno ena od druge.
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Tretja neodvisna zanka vsak cikel preverja, ali je bil pritisnjen gumb 'Stop
ICE'. Odzivnost tega gumba namrec ne sme biti odvisna od izvajanja katerega
koli drugega dela programa.
Elektroporator ima se dve dodatni stanji do katerih ne dostopamo v normal-
nem ciklu dovajanja pulzov - 'shrani nalozi zbrisi' in 'ugasni'.
V stanje 'shrani nalozi zbrisi' pridemo lahko le iz stanja 'spanje-prazno',
kadar uporabljamo trajno shranjevanje protokolov (slika 2.3). V tem stanju s
pomocjo pisanja in branja v tekstovne datoteke v spominu omogocimo shranjeva-
nje, priklic, premikanje in brisanje protokolov parametrov pulzov. Vsaka uspesno
izvedena akcija se izpise v okence 'Protocol status'.
Stanje 'ugasni' izpise morebitno napako, ponastavi spremenljivke in varno
zaustavi napravo. V to stanje ob normalni uporabi lahko uporabnik preide le iz
stanja 'spanje-prazno'. Varnostni pogoj za zaustavitev je tudi, da napetost na
kondenzatorjih pade pod 5 V zaradi mozne uporabe zunanjega kondenzatorja. Ce
bi zunanji kondenzator pustili nabit, bi lahko kasneje prislo do nesrece v primeru,
da nekdo ne bi vedel, da je kondenzator poln. Drugi nacin za zaustavitev pro-
grama je zasilna ustavitev ali ICE (ang. In Case of Emergency). V primeru, da
uporabnik pritisne gumb 'STOP ICE', se nemudoma ugasnejo vsi izhodi in pro-
gram se zaustavi. Uporabnik mora v tem primeru za ponovno uporabo naprave
odklopiti in priklopiti napajanje.
Zadnja akcija stanja 'ugasni' je tudi ta, da ustavi izvajanje 'while' zanke,
ki poganja diagram stanj. Tako se naprava pomakne v tretji in hkrati zadnji
sklop, kjer zapre vse reference in obravnava napake in uporabniku sporoci kaj
se je zgodilo oz. katero napako naj odpravi, da bo lahko elektroporator naprej
upravljal nemoteno.
Na koncu sem algoritem se preizkusil pri robnih primerih in posebnih vnosih,
da bi videl, ce vse deluje kot smo si zamislili in odkril ter odpravil manjse pro-
gramske hrosce. Sem sodijo mejne vrednosti parametrov, nesmiselni parametri,
klikanje gumbov med izvajanjem stanj, preizkus gumba za zasilno zaustavitev
34 Zasnova in razvoj elektroporatorja
ipd. Izvedel sem tudi nekaj optimizacij algoritma in dodatne varnostne ukrepe
ob zasilni ustavitvi. Algoritem je sedaj robusten, kar se je izkazalo tudi med
uporabljanjem naprave za laboratorijske poskuse. Programska koda je napisana
modularno, kar omogoca kasnejse nadgradnje. Na primer dopolnitev za zunanje
prozenje preko kamere, zunanje pedalke ipd.
Z osciloskopom smo pomerili tudi realne izhodne signale iz krmilnika, ki so
prikazani na slikah 2.8 in 2.9. Ker so casovni poteki izhodnih signalov ustrezali
zahtevam, smo lahko nadaljevali z vkljucitvijo ojacevalnika v sistem.
Slika 2.8: Casovni potek digitalnega
krmilnega signala za pozitiven pulz
(DoPp) in za negativen pulz (DoPn)
iz krmilnika za en bipolaren pulz na
izhodu elektroporatorja. Negativen
pulz je zaradi prikaza negiran, tako
kot to naredi izhodna stopnja. Pri-
kazana je najvecja zmogljivost kr-
milnika t.j. pri enem kvantu dol-
gem 25 ns. Dolzina pozitivnega kr-
milnega signala, negativnega krmil-
nega signala in pavze med njima je
en kvant.
Slika 2.9: Casovni potek digital-
nega krmilnega signala za pozitivne
pulze (DoPp) in za negativne pulze
(DoPn) iz krmilnika za tri vlake pul-
zov na izhodu elektroporatorja. Ne-
gativen pulz je zaradi prikaza ne-
giran, tako kot to naredi izhodna
stopnja. Parametri so naslednji:
dolzina pulza 2 s, dolzina pavze
med pozitivnim in negativnim si-
gnalom 2 s, pavza med bipolar-
nimi pulzi 4 s, ponavljalna fre-
kvenca vlakov pulzov 20 kHz, 4
pulzi v enem vlaku pulzov, 3 vlaki
pulzov.
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2.4 Vkljucitev ojacevalnika v sistem - cilj 4
Da dosezemo elektropermeabilizacijo pri nekaj milimetrskih razdaljah med ele-
ktrodami, signale iz nizkonapetostnih delov ojacamo. Amplitudna meja elek-
tricnega polja za elektroporacijo celic je priblizno 300   400 V=cm, odvisno od
celicne linije in ostalih dejavnikov. Za ojacitev krmilnih signalov iz krmilnika
na zeleno napetost v tem elektroporatorju sluzi visokonapetostni in visokofre-
kvencni H-mosticni digitalni ojacevalnik, ki je shematsko prikazan na sliki 2.10.
Slika realnega ojacevalnika je na shemi 2.1. Visoko napetost in energijo dovede do
ojacevalnika visokonapetostni napajalnik, ki ga krmilnik krmili preko locilno me-
rilnega vezja s krmilnikom. Stiri radiofrekvencna stikala MOSFET v ojacevalniku
krmilimo preko opticnih sklopnikov in MOSFET gonilnikov, ki so zaradi zascite
napajani preko izolacijskih DC-DC pretvornikov. Energija se shranjuje v shra-
njevalnem kondenzatorju, ki ima kapaciteto 40 F in prebojno trdnost 1100 V .
Pri daljsih pulzih oz. vlakih z velikim stevilom pulzov, ki si hitro sledijo, visoko-
napetostnemu napajalniku ne uspe dovolj hitro dovajati energije do ojacevalnika.
Kadar so parametri pulzov taki, da so energijske zahteve tako visoke, pulzi s casom
napetostno padajo. Zadnji pulz v vlaku ima tako lahko precej nizjo napetost kot
prvi. Zato ima elektroporator na zadnji strani prikljucke za zunanji kondenzator
z visjo kapacitivnostjo. Ker ne moremo predvideti kako velik kondenzator bo
uporabnik potreboval in zaradi omejenega prostora v ohisju elektroporatorja, je
to najboljsa resitev.
Ojacevalnik krmilita dva krmilna signala (P in N), ki sta prikazana pri bazi
tranzistorjev. Signal za pozitiven pulz pride na levi (P H) in desni spodnji (P L)
tranzistor (n-kanalni MOSFET). Kadar je ta signal na logicni enici, ta dva tran-
zistorja prevajata in odpre se povezava preko njiju. Tako je na bremenu pozitivna
napetost priblizno enaka napetosti na shranjevalnem kondenzatorju za toliko casa,
kolikor so odprti tranzistorji. Do zamika pride ze zaradi casa odpiranja in zapi-
ranja tranzistorjev. Ko pa sta na logicni enici krmilna signala za negativen del
bipolarnega pulza (N H in N L), pa se odpre pot po drugi diagonali in je na
bremenu negativna napetost.
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bremenu negativna napetost.
Slika 2.10: Shematski prikaz zgradbe H-mosticnega digitalnega ojacevalnika kr-
milnih signalov brez periferne elektronike. Shranjevalni in pomozni zunanji kon-
denzator dobita energijo iz visokonapetostnega napajalnika in sta vira energije
za pulze. Stirje radiofrekvencni MOSFETi delujejo kot vklopno-izklopna stikala.
Ko zelimo cez breme spustiti pozitiven pulz, krmilna signala 'P H' in 'P L' od-
preta tranzistorja levo zgoraj in desno spodaj. Tako tok stece cez njiju in hkrati
cez breme od pozitivne sponke do negativne. Ko zelimo negativni pulz, krmilna
signala 'N H' in 'N L' odpreta druga dva tranzistorja in tok stece v drugo smer.
Dodana upornost je vezana vzporedno bremenu za primer, ko pulze sprozimo pri
odprtih sponkah ali pri zelo majhnih upornostih medija. Izenacevalni kondenza-
tor skrbi, da sta si pozitivni in negativni del bipolarnega pulza cimbolj podobna.
Ker bi izenacevalni kondenzator blokiral dovajanje monopolarnih pulzov, ga ta-
krat rele kratkosticno veze.
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Periferna elektronika ves cas preverja, da nista oba signala hkrati vklopljena.
V tem primeru bi prislo do kratkega stika cez MOSFET stikala in posledicno
obeh kondenzatorjev in napajalnika.
Cez breme stece tok, sorazmeren upornosti bremena, ki se lahko med do-
vajanjem pulzov spreminja, zato je prikazan kot spremenljiv upor. Izhodnim
sponkam, ki so oznacene z + in - simbolom je vzporedno vezana dodana upor-
nost, ki zagotavlja pot, po kateri tece tok v primeru prozenja pulzov pri odprtih
sponkah.
Izenacevalni kondenzator zagotavlja, da sta si pozitivni del in negativni del
bipolarnega pulza kar se da podobna po kolicini elektricnega naboja. Povedano
z drugimi besedami, da je integral toka skozi breme enako nic.
Izenacevalnemu kondenzatorju je vzporedno vezan se rele. Krmilnik mu poslje
signal, da kondenzator kratko sklene, kadar zelimo dovajati monopolarne pulze.
Ko dovajamo monopolarne pulze, bi namrec izenacevalni kondenzator onemogocal
dovajanje pulzov, saj bi se elektricni naboj le shranjeval, ne pa tudi odvajal iz
kondenzatorja.
V realnosti je elektronika neidealna in ima vsak element nekaj parazitnih
ucinkov, ki so po moznosti odvisni se od elektricnih oz. zikalnih parametrov.
Zato je sistem tudi programsko kalibriran. Kalibracijo smo opisali v poglavju 3.1.
2.5 Varnost naprave in locilno merilno vezje - cilj 5
Napravo lahko glede na napajalno napetost komponent razdelimo na visokona-
petostni in nizkonapetostni del. Ce ta dva dela ne bi bila galvansko locena,
bi v primeru vecje napake ali preboja lahko prislo do hujse poskodbe naprave
ali celo upravljavca. Zato je med njima elektricna izolacija, ki jo zagotavljajo
opticni sklopniki (ang. optocoupler), transformator in izolacijski DC-DC pre-
tvorniki. Locilno merilno tiskano vezje je namenjeno kontroli visokonapetostnega
napajalnika in izolaciji krmilnih signalov z opticnimi sklopniki. Visokonapetostni
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napajalnik krmilimo preko locilno merilnega vezja z digitalnim signalom, pre-
tvarjanjem digitalnega krmilnega signala v analognega in merjenjem napetosti
na kondenzatorju z analogno-digitalnim pretvornikom. Shema tiskanega vezja in
razporeditev elementov sta prikazana na slikah 2.11 in 2.12, izdelano vezje pa na
sliki 2.1.
Slika 2.11: Shema elementov in povezav locilno merilnega tiskanega vezja narisana
v programu Altium Designer 15.
Vsi digitalni signali iz krmilnika gredo cez opticne sklopnike. Ti so sestavljeni
iz svetlece diode in opticnega tranzistorskega senzorja. Ce bi prislo na visoko-
napetostni strani do hujse okvare ali napake na kateri izmed komponent, visoka
napetost ne more preiti na nizkonapetostni del. V primeru, da bi visoka napetost
prisla na nizko napetostni del, bi povzrocila najmanj skodo na nizkonapetostnih
komponentah, lahko pa tudi na laboratorijski opremi ali bila celo nevarna za
upravljalca naprave. Zato je zelo pomembno, da za to locitev dobro poskrbimo.
Na visokonapetostni strani vezja sta analogno-digitalni pretvornik (od tu na-
prej ADC) in digitalno-analogni pretvornik (od tu naprej DAC). Komunikacijo
z njima izvaja krmilnik myRIO po standardiziranem protokolu SPI. Krmilnik je
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v vlogi nadrejenega v protokolu, cipa pa sta v vlogi podrejenega. Tri lastnosti
konguracije imata oba pretvornika enake, dve pa se razlikujeta. Frekvenca ure
je pri obeh 500 kHz, kar vec kot zadosca za nas namen uporabe. Ostalo kongu-
racijo sem razbral iz podatkovnih listov cipov. Podatke cipa bereta na pozitivno
fronto ure in najpomembnejsi bit se posilja prvi. Pri DAC se zajema vrednost
na negativno fronto ure, pri ADC na pozitivno. ADC posilja 16 bitov v enem
paketu, DAC pa 14.
Slika 2.12: Maska za izdelavo tiskanega vezja na kateri se vidi razporeditev ele-
mentov na vrhnji pasti locilno merilnega tiskanega vezja.
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Pri nacrtovanju vezja, sem poskrbel tudi za elektromagnetno zdruzljivost.
Vezje ima tako za namen odpravljanja motenj ob napajanjih namescene blokirne
kondenzatorje, digitalne linije niso speljane pod cipi in obe strani vezja imata
napajalno in ozemljilno plast, ki delujeta kot oklop in kondenzator in odpravljata
motnje iz okolice. Hkrati pa ti dve plasti sluzita za hitrejse ohlajanje elementov.
Povezave so kar se da kratke in tvorijo cim manj zank, ki bi lahko povzrocale
motnje.
Za delovanje locilno merilnega vezja skrbi poseben del programske kode, ki
se izvaja v vzporedni zanki in je tako neodvisna od glavnega diagrama stanj.
Najprej se inicializirajo izhodi in nastavi konguracija za ADC, saj je vecino casa
aktiven ta cip. Signali se spreminjajo v taktu ure, ki potuje po 'SCLK' liniji.
V vsakem ciklu algoritem preveri, ali se je spremenljivka, ki nosi informacijo
o zeleni amplitudi pulza, spremenila. Ce se vrednost ni spremenila, algoritem
nastavi linijo 'Chip-select 1' na logicno niclo, kar cipu sporoci naj poslje vrednost
napetosti na kondenzatorju v binarnem sistemu po liniji 'MISO'. Ko krmilnik
prejme 10 vrednosti, jih povpreci in poslje na tablicni racunalnik. S tem napetosti
odstranimo sum in vrednost napetosti na kondenzatorjih se osvezuje na tablicnem
racunalniku z ravno pravo frekvenco. Ko je vrednost poslana, se linija 'Chip-select
1' postavi nazaj na logicno enico, kar deaktivira cip.
Kadar se vrednost spremenljivke spremeni, to pomeni, da je uporabnik na-
stavil novo vrednost amplitude. Ce je glavni diagram stanj v stanju, ki dovoljuje 
spreminjanje amplitude, gre algoritem v stanje za posiljanje vrednosti do napa-
jalnika. Najprej se ponastavi konguracija SPI komunikacije, saj sta konguraciji
za pretvornika razlicni. Nato se linija 'Chip-select 2' postavi na logicno niclo in
aktivira se cip za digitalno-analogno pretvorbo. Novo vrednost amplitude krmil-
nik pretvori v vrednost med 0 V in 4; 096 V v binarnem sistemu in jo po 'MOSI'
liniji poslje digitalno-analognemu pretvorniku, ta pa analogno vrednost visoko-
napetostnemu napajalniku. Signal chip-select krmilnik nato ponastavi nazaj na
logicno enico. Na koncu se se SPI konguracija nastavi nazaj na nastavitve za
ADC. Algoritem se avtomatsko ustavi, ko se ustavi glavna zanka. Glavna zanka
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se ustavi, ko uporabnik normalno ugasne napravo s pritiskom na gumb 'Shut-
down', ko pritisne gumb 'Stop ICE' v primeru nevarnosti ali ko pride do hujse
napake v napravi.
Vezje smo preizkusili z merjenjem vhodnih in izhodnih signalov na digitalnem
osciloskopu in ugotovili, da odlicno deluje.
2.6 Povezovanje naprave v celoto - cilj 6
Koncni rezultat naloge je naprava, ki jo uporabnik prikljuci v omrezno napetost,
zazene program na tablicnem racunalniku in ze jo lahko uporablja. Zato smo
morali komponente, ki so v casu razvoja delovale samostojno z zunanjim napaja-
njem, povezati med seboj, jim zagotoviti primerno napajanje in galvansko locitev.
Shematsko so povezave prikazane na sliki 2.13.
Slika 2.13: Shema napajanja elementov v elektroporatorju. Rdeca crtkana linija
prikazuje galvansko locitev visoko in nizkonapetostnega dela.
42 Zasnova in razvoj elektroporatorja
Povezave so v vecini narejene s prikljucki, saj tako v primeru okvare kom-
ponente lazje vzamemo ven iz naprave za popravilo ali zamenjavo. Za namene
varnosti je bila zelo pomembna galvanska locitev visoko in nizkonapetostnega
dela naprave. Locitveno mejo prikazuje rdeca crtkana crta na sliki 2.13. Visoko
in nizkonapetostni del naprave sta locena tudi zicno. Elementi prvega so na
spodnjem delu locitvene plosce v napravi, drugega pa na zgornjem delu.
Slika 2.14: Pogled v napravo brez pokrova od zgoraj: 1 transformator - zgornji
del, 2 visokonapetostni napajalnik, 3 AD/DC pretvornik 220 V v 5 V , 4 usmenik
z gladilnimi kondenzatorji, 5 locilno-merilno vezje, 6 periferna elektronika za rele,
7 krmilnik myRIO.
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Uporabnik eno stran napajalnega kabla prikljuci v omrezje, drugo pa v
vticnico v napravi. Vticnica je del glavnega stikala. V glavnem stikalu je tudi
varovalka, ki varuje pred previsokim tokom. Napajalna linija se v napravi razveji
na tri linije. Ozemljitvena linija je prikljucena na ohisje.
Slika 2.15: Pogled v napravo brez pokrova od spodaj: 1 prikljucek na omrezno na-
petost z varovalko, 2 AD/DC pretvornik, 220 V v 12 V za krmilnik, 3 prikljucka
za dodatni zunanji kondenzator, 4 transformator - spodnji del, 5 ojacevalnik pul-
zov 6a hranilni kondenzator, 6b izenacevalni kondenzator, 7 rele za preklapljanje
polarnosti pulzov 8 MOSFET stikalo, 9 prikljucek za krmilni signal, 10 izhodna
prikljucka.
Prva linija gre na 60 W transformator, ki napetost zniza in zagotavlja prvo
galvansko locitev. Polno mosticni usmernik in trije gladilni elektrolitski kon-
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denzatorji napetost usmerijo. Ta napetost je primerna za vir energije visokona-
petostnemu napajalniku. Izhod visokonapetostnega napajalnika je povezan na
shranjevalni kondenzator na ojacevalniku. Ojacevalnik je povezan z visokonape-
tostnim delom locilno merilnega vezja za merjenje napetosti na kondenzatorju.
Druga linija gre na pretvornik iz izmenicne v enosmerno napetost. Pretvor-
nik napetost zniza na 5V . Ta napetost je primerna za napajanje elementov na
ojacevalniku in locilno-merilnem vezju. Zaradi galvanske locitve pred locilno me-
rilno vezje dodamo pretvornik napetosti.
Tretja linija sluzi napajanju krmilnika myRIO. Pretvornik iz izmenicnega na
enosmerni tok zniza napetost na 12 V . Krmilnik je povezan na nizkonapetostni
del locilno merilnega vezja.
Slika 2.16: Koncni prototip naprave v bioloskem laboratoriju s tablicnim
racunalnikom za upravljanje. Skozi prednjo ploskev iz plastike se vidi krmilnik
myRIO. Na desni strani naprave vidimo izhodni sponki, ki sta kot visokonapeto-
stno mesto primerno oznaceni.
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Na tej stopnji projekta smo morali izdelati vse nosilce elementov naprave,
prikljucke, povezave s kabli in napravo dati v ohisje. Ohisje je ravno prav veliko,
zato je bila umestitev elementov v napravo izziv. Prednja plosca ohisja je bila
zamenjana s prozorno, da lahko uporabnik vidi LED lucke na krmilniku in se vidi
v notranjost naprave (slika 2.16).
Pozorni smo bili tudi na to, da so na eni strani naprave visokonapetostni
elementi in na drugi strani nizkonapetostni. To je pomembno zaradi varnosti pri
servisu naprave in zaradi moznih prebojev. Sledilo je se povezovanje in testiranje
posameznih sklopov. Ker so bili posamezni sklopi dobro testirani, je naprava
dokaj hitro zacela delovati neodvisno od zunanje laboratorijske opreme, ko smo
sklope povezali skupaj.
, , Dokler je material vesolja najbolj popoln in delo 
najbolj modrega Ustvarjalca, v vesolju ne obstaja 
prav nic v cemer se ne pojavi neko pravilo maksi­
muma ali minimuma. 
Leonhard Euler, svicarski matematik 
'' 
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3 Kalibracija in preizkus naprave
Ko je bil razvoj naprave dokoncan do te mere, da smo lahko izvajali poskuse
v laboratorijskem okolju, smo napravo se preizkusili z meritvami. S pomocjo
dobljenih meritev smo izvedli kalibracijo naprave. V podpoglavju 3.1 bom pred-
stavil, kako smo v programskem okolju LabVIEW naredili amplitudno in casovno
kalibracijo elektroporatorja s pomocjo meritev signalov. V podpoglavju 3.2 pa
se preizkus naprave v obliki preliminarnih meritev na treh razlicnih bremenih -
odprtih sponkah, nizkoprevodnem mediju in visokoprevodnem mediju.
3.1 Kalibracija zaradi neidealnosti elektronike - cilj 7
Pri nacrtovanju vezij obicajno operiramo z idealnimi elementi. V realnosti pa
se pokaze, da velikokrat izmerjene vrednosti signalov v vezjih odstopajo od
nacrtovanih. Med testiranjem posameznih sklopov naprave smo to tudi opa-
zili. Zato smo naredili dve kalibraciji - napetostno zaradi neidealnosti analogno-
digitalnega pretvornika (ADC), digitalno-analognega pretvornika (DAC) in viso-
konapetostnega napajalnika ter casovno zaradi neidealnosti ojacevalnika.
3.1.1 Amplitudna kalibracija
Prva vrsta kalibracije je bila amplitudna. Amplitudna napaka nastane zaradi
pretvorbe informacije o amplitudi pulza na poti od krmilnika preko DAC in viso-
konapetostnega napajalnika ter preko ADC nazaj do krmilnika. Da bi to napako
lahko odpravili, smo izmerili napetosti na izhodu visokonapetostnega napajalnika
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in digitalno vrednost za ADC na locilno merilnem vezju. Na izhodu visokonapeto-
stnega napajalnika smo merili analogni signal z napako DACja in visokonapetnega
napajalnika z multimetrom Hewlett Packard E2378A. Za analogno digitalnim pre-
tvornikom pa smo merili digitalni signal z napako vseh treh elementov. Napetost





















Tabela 3.1: Meritve za amplitudno kalibracijo na izhodu visokonapetostnega na-
pajalnika in odcitana vrednost na uporabniskem vmesniku.
Iz meritev v tabeli 3.1 smo izracunali dva koecienta za vsako meritev in
ju povprecili. Koecienti so se pri razlicnih napetostih razlikovali sele na tretji
decimalki.
Prvi koecient smo dobili tako, da smo delili nastavljeno napetost z izmerjeno
na izhodu visokonapetostnega napajalnika in vrednosti v vseh tockah povprecili.
Koecient znasa 0,9657. S koecientom smo mnozili vrednost, ki jo je uporab-
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nik vnesel kot zeleno amplitudo. Tako smo dosegli tocno napetost na izhodu
visokonapetostnega napajalnika.
Drugi koecient smo izracunali tako, da smo delili napetost na izhodu visoko-
napetostnega napajalnika z napetostjo, ki jo je prikazoval uporabniski vmesnik.
Povprecni koecient vseh tock znasa 1,204. Tako smo dobili koecient, ki nosi
informacijo o napaki analogno-digitalnega pretvornika. S tem koecientom smo
mnozili prebrano napetost, ki jo je krmilnik prejel iz analogno-digitalnega pre-
tvornika.
Kalibracijo smo potrdili tako, da smo nastavljali razlicne napetosti za pulze
in preverjali, ali je izmerjena napetost na kondenzatorjih enaka nastavljeni in
ali ustreza tudi vrednost napetosti, ki jo prikazuje gracni uporabniski vmesnik.
Skladne vrednosti so potrdile linearno napetostno kalibracijo naprave.
3.1.2 Casovna kalibracija
Nato smo kalibrirali napravo se glede na cas pulza. Casovno kalibracijo smo iz-
vedli za amplitudno, saj amplituda pulza vpliva na cas pulza, ne pa obratno.
Napaka v dolzini pulzov nastane zaradi odpiralnih in zapiralnih casov gonilnega
vezja in stikalnih tranzistorjev, ki v realnosti niso neskoncno kratki. Ti casi so
odvisni od napajalne napetosti oz. posledicno od elektricnega naboja, ki ga go-
nilno vezje in tranzistor sprejmeta oziroma odvedeta. Casi so prakticno enaki za
vse dolzine pulzov, ne pa za razlicne napetosti. Zato smo napravo testirali pri
najnizjem moznem casu pulza 400 ns, ker je tu relativen prispevek in resolucija
meritve lahko najvecja. Naredili smo prelet napetosti od najmanjse do najvecje
s korakom 100 V pri odprtih sponkah. Dolzine pulzov smo merili z oscilosko-
pom LeCroy WavePro 7300A in diferencialno napetostno sondo LeCroy ADP305.
Rezultati so prikazani v tabeli 3.2.
Algoritem casovnemu parametru v taktih, glede na to v katero obmocje spada
nastavljena napetost, odsteje primerno stevilo taktov. Testirali smo tudi, ali je
kalibracija ustrezna tudi za daljse pulze in to potrdili.


















Tabela 3.2: Meritve za casovno kalibracijo pri nastavljenem casu 400 ns. Takt
ure vezja FPGA znasa 25 ns.
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3.2 Preizkus naprave z meritvami na bremenih - cilj 8
Meritve izhodnega napetostnega signala elektroporatorja sem izvajal na odprtih
sponkah, nizkoprevodnem celicnem mediju in visokoprevodnem celicnem mediju.
Hkrati z meritvami smo naredili tudi obremenilne in varnostne teste pri najbolj
prevodnem mediju in najvecjih napetostih. Medije smo prevzeli iz raziskav na
tem podrocju (Dermol in sod., 2016). Podatki o bremenih so navedeni v tabeli 3.3.
Elektricna prevodnost pri 1 kHz je bila pomerjena z merilnikoma prevodnosti MA
5959 (Metrel, Slovenia) oz. S230 SevenCompact (Mettler Toledo, Switzerland)
pri 37 C. 50 l medija smo s kapalko vnesli med ploscati elektrodi iz nerjavecega
jekla AISI 304. Zaradi povrsinske napetosti medija se med elektrodama ustvari
prevodna vez iz medija, ki predstavlja breme. Elektrode z vbrizganim medijem
so prikazane na sliki 3.1.
Slika 3.1: Dovajanje medija med ploscati elektrodi.
Napetost in tok smo merili z osciloskopom LeCroy WavePro 7300A (3 GHz,
20 Gs=s) na katerega smo prikljucili tokovno sondo Teledyne LeCroy CP030
(30 A, 500 MHz) in diferencialno napetostno sondo LeCroy ADP305 (1; 4 kV ,
100 MHz). Tokovno sondo smo prikljucili na povratno linijo kabla pred negativno
sponko elektroporatorja, napetostno sondo pa vzporedno prikljuckoma elektrod.
Prikljucitev je prikazana na sliki 3.2.
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Breme Sestava Prevodnost
Odprte sponke Notranji 300 
 upor 3; 3 mS
Nizkoprevoden
medij
10 mM KH2PO4=K2HPO4 v





10 mM KH2PO4=K2HPO4 v
razmerju 40.5:9.5, 1 mM MgCl2,
150 mM NaCl
19,12 mS/cm
Tabela 3.3: Podatki o bremenih na katerih sem izvajal meritve elektroporatorja.
Slika 3.2: Prikaz priklopa tokovne in diferencialne napetostne sonde. Na elektro-
poratorju se vidi tudi oznaceno mesto za nevarnost visoke napetosti.
Pravokoten pulz razdelimo v stiri sklope. Najprej nastopi cas dviga pulza,
ki je deniran kot razlika med casoma, ko pulz doseze 90 % amplitude in 10 %
amplitude platoja pulza. Ko se zakljuci cas dviga pulza, nastopi cas nihanja, ki
traja dokler se vrednost ne ustali. Nato nastopi plato pulza. V tej fazi merimo
tudi amplitudo, ki jo je pulz dosegel. Za platojem sledi se cas spusta, ki ga
izmerimo med 90 % amplitude in 10 % amplitude platoja pulza. Dolzina pulza
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je denirana kot dolzina med tockama, kjer pulz doseze polovico maksimalne
vrednosti platoja. Shematsko so parametri pulza prikazani na sliki 3.3.
Slika 3.3: Denicija casa dviga (tR), casa spusta(tF ), casa nihanja (tRING) in casa
pulza nad polovicno amplitudo (tFWHM) pravokotnega pulza glede na napetost
platoja pulza (U). Vir: Rebersek (2017)
3.2.1 Meritve zmogljivosti
Prvi sklop meritev smo izvedli na odprtih sponkah, dovedli smo en monopolaren
pulz. V tem primeru tok stece cez upor oz. notranje breme v notranjosti elektro-
poratorja, ki znasa 300 
. Najprej smo pri stalnem casu 1 s izvajali meritve pri
stirih razlicnih napetostih (60 V , 200 V , 500 V in 1000 V ). Nato smo ustalili na-
petost na 500 V in izvajali meritve pri stirih razlicnih casih (400 ns, 800 ns, 5 s
in 100 s). Kjer je bilo vec kot 20.000 vzorcev, sem zmanjsal vzorcno frekvenco
s povprecenjem. Rezultati so prikazani na grah 3.4 in 3.5.
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Slika 3.4: Meritve napetosti enega monopolarnega pulza pri casu 1 s in stirih
razlicnih napetostih.
Iz grafov 3.4 vidimo, da pri vseh napetostih na zacetku pulza pride do pre-
nihaja, ki je posledica parazitnih kapacitivnosti v napravi in parazitne induktiv-
nosti povezav. Ko napetost ze doseze nastavljeno vrednost, energija, shranjena
v parazitnih induktivnostih, se vedno polni parazitno kapacitivnost. Skupaj z
upornostjo povezav tvorijo LCR nihajni krog. Po nihanju se napetost ustali na
zeleno vrednost, ki le do 3 odstotke odstopa od zelene. Kontrolni sistem na-
mrec zelo natancno regulira napetost na kondenzatorju. Na MOSFETih pa pride
do manjsega padca napetosti, ker preko notranjega bremena ne tece veliko ele-
ktricnega toka. Pulz se nato zaradi razmeroma visoke notranje upornosti brez
nihajev pocasi vrne nazaj na zacetno vrednost.
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(a) (b)
(c) (d)
Slika 3.5: Meritve napetosti enega monopolarnega pulza pri napetosti 500 V in stirih
razlicnih casih.
Na grah 3.5 smo opazovali predvsem casovni potek pulzov. Na grafu 3.5a so
neidealnosti pulza najbolj izrazite. Pulz zelo hitro doseze zeleno vrednost nape-
tosti, saj je energija ze pred generiranjem pulza shranjena v kondenzatorju, cas
odpiranja stikal pa je zelo kratek. Cas nihanja zaradi vpliva parazitnih elemen-
tov traja skoraj tretjino dolzine pulza. Cas spusta, na katerega najbolj vpliva
prevodnost bremena preko katerega se praznijo parazitne kapacitivnosti, je tudi
precej daljsi kot dvizni. Za merjenje dolzin pulzov se v stroki uporablja dolzina
pri polovici maksimuma (ang. FWHM, Full Width at Half Maximum). Kljub
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neidealnostim pulza, se ta vrednost zelo dobro ujema z nastavljeno. Pri 400 ns
dolgemu pulzu odstopa za 5 %, pri daljsih casih pa ta odstotek hitro pade. Pri
5 s znasa le se 0; 04 %. Torej daljsi kot so pulzi, relativno manjse so odsto-
panja od idealnega pravokotnega pulza. Tako pri sliki 3.5d skoraj ne opazimo
neidealnosti zaradi casa dviga, casa nihanja in casa spusta.
3.2.2 Meritve na realnih bremenih
Z drugim sklopom meritev smo preverili delovanje naprave pri realnih bremenih.
Priklopili smo ploscati elektrodi in obe sondi ter med elektrodi dodali nizkopre-
voden oz. visokoprevoden medij. Prav tako smo dovedli en monopolaren pulz.
Tukaj smo merili tudi tok, ki stece cez medij. Na grafu 3.6 je prikazan napetostni
in tokovni potek pulza za nizkoprevoden medij, na sliki 3.7 pa za visokoprevoden
medij.
Slika 3.6: Meritev napetosti in toka enega monopolarnega pulza pri casu 1 s in
napetosti 500 V v nizkoprevodnem mediju.
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Pri casovnem poteku pulza v nizkoprevodnem mediju opazimo visok nihaj
toka. Tok preko bremena se ni visok, zato je dvizni cas se zmeraj hiter. Tu
prevladuje kapacitivnost medija, ki zahteva visok kapacitiven tok. Kapacitiven
znacaj se kaze tudi v tem, da tok nekoliko prehiteva napetost. Je pa cas nihanja
zaradi prevodnosti medija krajsi, saj se energija v nihajnem krogu hitreje dusi.
Na koncu spusta izhodnega toka opazimo tudi manjso spicko, saj zaradi visjega
toka pride do izraza induktivnost povezav. Ta ne dopusca, da bi se tok skozi
medij tako hitro prekinil.
Slika 3.7: Meritev napetosti in toka enega monopolarnega pulza pri casu 1 s in
napetosti 500 V v nizkoprevodnem mediju.
V visokoprevodnem mediju zaradi velikega toka ne pride do prenihanja nape-
tosti pulza, je pa cas dviga daljsi. Cas spusta se skrajsa glede na nizkoprevoden
medij, ker se parazitne kapacitivnosti se hitereje praznijo preko medija. Na koncu
se pojavi podnihaj, ker zaradi tako velikega toka induktivnost povezav pride se
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bolj do izraza in ne dopusca, da bi tok preko medija tako hitro padel. Tudi potek
napetosti in toka odrazata induktiven znacaj, saj napetost prehiteva tok. Zaradi
vecje obremenitve vira pade napetost na priblizno 90 % nastavljene vrednosti.
Tudi casovni potek toka nima prenihaja, saj ga gladi induktivnost povezav. Tok
v casu pulza naraste na vrednost 12; 5 A. To pri vecjem stevilu pulzov lahko
povzroci opazno segrevanje medija, ki vpliva na proces elektroporacije.
3.2.3 Meritve pri visokih obremenitvah
Tretji sklop meritev obsega bipolarne pulze v visokoprevodnem mediju. Viso-
koprevoden medij smo pri meritvah od tega sklopa naprej uporabljali zato, ker
visoka prevodnost pri isti napetosti zahteva vecji tok in tako vecjo obremenitev
za elektroporator. Tako smo napravo testirali v tezkih pogojih in ugotovili kje je
se prostor za izboljsavo.
Najprej smo dovedli en bipolaren pulz, nato dva vlaka stirih bipolarnih pulzov
in se en vlak petdesetih bipolarnih pulzov z zunanjim kondenzatorjem ter brez
njega. Pri vseh meritvah je bila nastavljena amplituda pulzov 500 V . Casi pa so
napisani nad gra in so oznaceni na naslednji nacin: A-B-C-D. A oznacuje dolzino
pulzov, B cas pavze med pozitivnim in negativnim delom bipolarnega pulza, C
pavzo med bipolarnimi pulzi in D pavzo med vlaki pulzov. Gra so prikazani na
slikah 3.8, 3.9, 3.10 in 3.11.
Oblika pozitivnega in negativnega dela pri bipolarnem pulzu v visokoprevo-
dnem mediju se povsem sklada z enim monopolarnim pulzom, katerega potek je
prikazan na grafu 3.7. Opazimo tudi, da je pavza med pulzoma enaka nastavljeni.
Graf 3.9 pokaze skladnost nastavljenih in izmerjenih vrednosti pavz med po-
sameznimi bipolarnimi sklopi in pavz med vlaki pulzov.
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Slika 3.8: Meritev napetosti enega bipolarnega pulza pri dolzini pulza 5 s, pavzi
med pozitivnim in negativnim delom bipolarnega pulza 2 s in napetosti 500 V
v visokoprevodnem mediju.
Slika 3.9: Meritev dveh vlakov bipolarnih pulzov s stirimi bipolarni pulzi v vi-
sokoprevodnem mediju pri dolzini pulzov 5 s, pavzi 2 s med pozitivnim in
negativnim delom, pavzi 10 s med bipolarnimi pulzi, pavzi 50 s med vlaki
pulzov in napetosti 500 V .
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Slika 3.10: Meritev napetosti vlaka petdesetih bipolarnih pulzov pri dolzini pul-
zov 5 s, pavzi 2 s med pozitivnim in negativnim delom, pavzi 10 s med
bipolarnimi pulzi in napetosti 500 V v visokoprevodnem mediju brez zunanjega
kondenzatorja.
Slika 3.11: Meritev napetosti vlaka petdesetih bipolarnih pulzov pri dolzini pul-
zov 5 s, pavzi 2 s med pozitivnim in negativnim delom, pavzi 10 s med
bipolarnimi pulzi in napetosti 500 V v visokoprevodnem mediju s prikljucenim
zunanjim kondenzatorjem.
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Na grafu 3.10 opazimo problem padanja amplitude pulza z vsakim naslednjim
pulzom. Pri vecji ombremenitvi elektroporatorja visokonapetostni napajalnik v
casu pavze med pulzi ne uspe dovesti dovolj energije na hranilni kondenzator.
Zato, ko dovajamo daljse vlake pulzov v visokoprevoden medij, dodamo elek-
troporatorju zunanji kondenzator kot dodatni vir energije. To problem padanja
amplitude pulzov precej omili, kar vidimo na sliki 3.11.
3.2.4 Cas dviga, cas spusta in cas nihanja
Za oceno kvalitete generiranih pravokotnih pulzov so pomembni parametri pulza
tudi cas dviga pulza, cas spusta pulza in cas nihanja. Zato smo izmerili in ana-
lizirali tudi te parametre. Cas dviga in cas spusta pulza smo izmerili kot razliko
casa pri 10 % in 90 % povprecne vrednosti platoja pulza, cas nihanja pa med
tocko, ko napetost doseze plato in tocko, ko se signal izniha. Rezultati za vse tri
medije so prikazani na sliki 3.12.
Slika 3.12: Cas dviga, cas spusta in cas nihanja pulza za visokoprevoden medij
(VP), nizkoprevoden medij (NP) in odprte sponke (OS).
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Cas dviga je najmanjsi pri odprtih sponkah zaradi najmanjsih parazitnih ka-
pacitnosti in induktivnosti. Tudi tokovi so tu najmanjsi. Zaradi dielekticnosti
medija se pri nizkoprevodnem mediju cas dviga zvisa. Pri visokoprevodnem me-
diju ta cas zelo naraste zaradi visokega bremenskega toka. Toliko, da se prenihaj
celo skrije dvizni cas.
Cas nihanja se z narascanjem prevodnosti krajsa, saj se nihajni krog, ki ga
tvorijo elektroporator, povezave in medij, pri nizji upornosti hitreje izniha.
Tudi cas spusta se z narascanjem prevodnosti krajsa - se hitreje kot cas ni-
hanja. Razlog za hitrejse spust amplitude je, da se parazitne kapacitnosti hitreje
praznijo preko visje prevodnega bremena.
3.2.5 Napetostne in casovne napake
Da bi ugotivili kako natancna je amplituda in dolzina pulza nasega elektropora-
torja, smo pri stirih razlicnih amplitudah pulza in stirih razlicnih dolzinah pulza
v visokoprevodnem mediju izvedli po deset meritev. Meritve smo nato obdelali,
izracunali povprecne vrednosti in standardne deviacije.
Pri prvem sklopu meritev je bila nastavljena dolzina pulza konstantna in enaka
1 s. Meritve smo izvajali pri mejnih amplitudah in dveh vmesnih amplitudah.
Izracunali smo povprecno vrednost platoja pulza za vsako izmed desetih meritev
in iz tega izracunali se povprecje in standardno deviacijo. Da smo lahko primerjali
napake pulzov pri razlicnih napetostih, smo povprecno vrednost in standardno
deviacijo delili z nastavljeno vrednostjo amplitude in tako dobili relativne rezul-
tate, ki so prikazani na sliki 3.13.
Iz grafa opazimo, da visja nastavljena napetost povzroci visjo relativno na-
pako. Napaka narasca priblizno linearno. Visja amplituda namrec zahteva vec
toka, ta pa vecje napetostne izgube na tranzistorjih in ostalih parazitnih uporno-
stih. Eden izmed glavnih razlogov zato je vecje segrevanje.
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Slika 3.13: Povprecna vrednost in standardna deviacija desetih meritev kvocienta
povprecne izmerjene vrednosti napetosti platoja pulza in nastavljene napetosti za
stiri razlicne napetosti in cas 1 s.
Tako lahko zakljucimo, da bo naprava pri visjih amplitudah manj tocna. Stan-
dardna deviacija je med razlicnimi amplitudami primerljiva. Sklepamo torej, da
amplituda zelo malo vpliva na natancnost meritev.
Pri drugem sklopu meritev je bila nastavljena napetost pulzov konstantna
in enaka 500 V . Meritve smo izvajali pri dveh zelo kratkih dolzinah pulza, eni
vmesni dolzini in pri zelo dolgem pulzu. Na podlagi meritev smo dolocili cas med
obema preckanjema polovice maksimuma amplitude pulza (FWHM) in povprecje
ter standardno deviacijo desetih meritev pri istem casu. Obe povprecji smo delili
z nastavljenim casom pulza, da smo lahko vrednosti pri razlicnih dolzinah pulza
primerjali med seboj. Rezultati so prikazani na sliki 3.14.
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Pri dolzini pulza je napaka vecja pri nizjih vrednostih ravno obratno kot pri
amplitudi, le da tu dolzina vpliva tudi na standardno deviacijo dolzine pulza.
Tako velja, da vecja kot je dolzina pulza, vecja sta tocnost in natancnost dolzine
pulza.
Slika 3.14: Povprecna vrednost in standardna deviacija desetih meritev kvoci-
enta povprecne izmerjene vrednosti dolzine pulza med polovicama maksimuma
(FWHM) in nastavljene dolzine pulza za stiri razlicne dolzine pulza in napetost
500 V .
Pri daljsih dolzinah pulza je tocnost ze zelo velika, saj parazitni pojavi pri
vseh nastavljenih dolzinah trajajo priblizno enako casa in imajo tako na daljse
pulze manjsi relativen vpliv.

, , Glej dalec, in ko mislis, da ie gledas dalec, glej se 
dlje! , , 
Robert Baden-Powell, ustanovitelj skavtov 
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4 Razprava
Namen magistrskega dela je bil 'zasnovati, izdelati in preizkusiti zanesljiv in za
uporabo preprost visokofrekvencni bipolarni elektroporator, ki bo omogocal gene-
riranje elektricnih pulzov na sirokem podrocju elektricnih parametrov in bo tako
namenjen predvsem sistematicnemu raziskovanju vpliva elektricnih parametrov
na proces elektroporacije in spremljajocih ucnikov pri bioloskih celicah.' V ne-
kaj manj kot stirih letih nam ga je uspelo v celoti izpolniti, saj elektroporator
raziskovalci iz nasega laboratorija ze uporabljajo za nove raziskave v celicnih la-
boratorijih.
Da bi lahko sistematicno ovrednotili in komentirali opravljeno delo, smo vsak
cilj posebej komentirali in podali predloge za izboljsave.
Izbira tehnologije
Izbira kombinacije tehnologije nam je omogocila dovolj hiter razvoj program-
ske opreme in uporabniku prijaznega gracnega vmesnika. Krmilnik myRIO je
popolnoma zdruzljiv s programskim jezikom LabVIEW in programom Data Da-
shboard za upravljanje krmilnika preko tablicnega racunalnika. Zato smo lahko
sproti testirali nove razlicice programa na krmilniku in tablicnem racunalniku.
Tehnologija se je izkazala tudi za precej eksibilno, saj smo sproti lahko dodali
nekaj funkcij, ki so se med uporabo pokazale za koristne. Na primer trajno shra-
njevanje protokolov parametrov pulzov, ponastavljanje parametrov v primeru, da
se zmotimo, ipd. Velikost tablicnega racunalnika smo dobro izbrali, saj ga lahko
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drzimo z eno roko, objekti na gracnem vmesniku pa so ravno prav veliki. Zaslon
na dotik je posebnost pri prototipnih napravah. Obicajno jih upravljamo z gumbi
na ohisju naprave ali kar s funkcijskimi generatorji. Ker krmilnik vzpostavi svoje
WiFi omrezje v laboratorijskih prostorih, nismo odvisni od zunanjih omrezij.
Na fakulteti imamo polno licenco za program LabVIEW. Krmilnik myRIO je
za raziskovalne ustanove in studente dostopen po konkurencni ceni glede na ostale
s podobnimi specikacijami. Razen tezav z IP-naslovi pri brezzicni povezavi
tablicnega racunalnika in krmilnika ter gonilnika za SPI protokol, pri razvoju
nisem imel vecjih problemov.
Ko smo izbirali tehnologijo, smo imeli v mislih tudi modularnost. Kasneje
smo sicer ugotovili, da krmilnika ni tako preprosto zamenjati med napravami. Na
enem tablicnem racunalniku pa bi lahko krmilili vec naprav. Tako bi pospesili
poskuse in prihranili sredstva za nakup prikazovalnikov gracnih uporabniskih
vmesnikov.
Z izbiro tehnologije smo zadovoljni in je primerna za uporabo pri katerem
izmed naslednikov naprave.
Gracni uporabniski vmesnik
Aplikacija za tablicne racunalnike Data Dashboard se je pokazala kot zelo upo-
rabna, saj omogoca hitro nastavitev povezave s krmilnikom. Tudi oblikovanje
objektov na gracnem uporabniskem vmesniku je dovolj prilagodljivo, da smo
naredili vmesnik, ki je dovolj preprost in profesionalen. Pomanjkljivost se je iz-
kazala v podpori, saj so razvoj programa zaustavili, ker se celotna LabVIEW
platforma seli na svetovni splet. Aplikacija je sicer razvita do zanesljive stopnje
(alfa razlicica), vendar manjka se nekaj vrst gumbov in nastavitev, ki bi lahko
dodatno izboljsali uporabnisko izkusnjo.
Kontrolni sistem
Program LabVIEW se je izkazal kot dobro razvojno okolje. Ima odlicno orodje
za razhroscevanje (tudi semanticnih) napak, podporo na spletu in z zgledi v pro-
gramskem paketu. Blizu mi je tudi nacin razmisljanja, ki ga programer potrebuje
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za razvoj programa v tem okolju. Manj sem se moral ukvarjati s tem, kako bi
to zapisal na racunalniku razumljiv nacin in s povezavo programske in strojne
opreme. Tako sem se bolj posvetil logiki in funkcijam krmilnega sistema.
Resitev ima tudi nekaj slabosti. Program LabVIEW zahteva precej prostora
in daljso instalacijo. Vcasih, ko naletimo na problem, ne vemo, kako se program
izvaja v nizje nivojskih jezikih. Zato smo omejeni z moznimi prilagoditvami za
svoje potrebe oz. bi potrebovali precej globlje razumevanje programa LabVIEW.
Na prvo tezavo sem naletel cisto na zacetku, ker se nisem imel dovolj izkusenj
s programiranjem krmilnikov. Celoten kontrolni sistem za krmiljenje elektropo-
ratorja sem hotel napisati za sistem v realnem casu. Mislil sem, da okolje potem
samo dodeli casovno zahtevnejse procese vezju FPGA. Ker je sistem deloval pre-
cej nedeterministicno, sem kmalu ugotovil, kje je vzrok. Pozanimal sem se, kako
loceno programirati vezje FPGA in o omejitvah programske kode. S sistemom
sem kmalu postal domac in napisal lastno kodo za generiranje pulzov glede na
vnesene parametre.
Velik izziv mi je predstavljal tudi gonilnik za SPI protokol. Vgrajeni gonil-
nik je uporabljal referenco na vezje FPGA, ki sem jo uporabljal tudi v svojem
programu za komunikacijo med sistemom v realnem casu in vezjem FPGA. Zato
se program ni uspesno prevedel v strojni jezik. Medtem sem nasel drug gonilnik
za RIO sisteme, vendar je deloval nezanesljivo. Prav tako pa sem naletel tudi na
preveliko zasedenost virov vezja FPGA. Po dolgem razhroscevanju sem se vrnil
k prvi resitvi, saj sem nasel nacin, kako deliti referenco vezja FPGA med dvema
klicateljema. Po tej implementaciji gonilnik deluje brezhibno.
Pri programiranju smo poskusali odpraviti vsa stanja, v katerih delovanje
naprave ne bi bilo natancno doloceno. Zanesljivost kontrolnega sistema lahko
potrdimo, saj v priblizno pol leta uporabe elektroporatorja, ni prislo do napake
v delovanju.
Kontrolni sistem s krmiljenjem releja za kratkosticenje izenacevalnega kon-
denzatorja in prilagojeno programsko kodo omogoca dovajanje monopolarnih in
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bipolarnih pulzov. Vseh sedem parametrov pulzov se uporabi pri generiranju
sekvence krmilnih signalov za ojacevalnik in visokonapetostnega napajalnika. V
primeru, da enako skupino parametrov uporabljamo veckrat, jo lahko shranimo
in kasneje priklicemo. S to funkcijo se lahko kasneje prepricamo kaksen nabor
parametrov smo uporabljali. S tem so izpolnjeni vse zahteve za kontrolni sistem.
Ko bo razvita elektronika naprave, bi lahko kontrolni sistem nadgradili z
moznostjo nastavljanja razlicnih casov in amplitud za pozitivno in negativno
fazo pulza. Ta funkcija bi nam lahko pomagala dobiti se boljsi vpogled v ucinke
elektroporacije. Manjso dopolnitev bi kontrolni sistem potreboval tudi za zunanje
prozenje zacetka dovajanja pulzov.
Ojacevalnik
Projekt in moje delo v laboratoriju sta se zacela prav z razvojem H-mosticnega
ojacevalnika pulzov. Na rastrski plosci smo prispajkali elemente in testirali
ojacevalnik s funkcijskim generatorjem in laboratorijskim napajalnikom. Nato
smo po vec ponovitvah nekatere dele zamenjali ali poskusali z razlicnimi veza-
vami. Ko smo ugotovili, da vezje dobro deluje, smo se odlocili za tiskano vezje.
Tiskano vezje ojacevalnika je v vecini izdelal mentor.
Za generator pravokotnih pulzov smo se odlocili zaradi natancnosti in pono-
vljivosti generiranja elektricnih pulzov. Poleg tega imajo elektricni pulzi pravo-
kotne oblike dobro razmerje med permeabilizacijo membrane in prezivetjem celic.
Generator pravokotnih pulzov je omogocal tudi prilagoditev vezja za bipolarne
pulze s H-mosticno vezavo tranzistorjev.
Vezje bi lahko nadgradili tako, da bi imel dva napajalna vira in dva hranilna
kondenzatorja in bi tako omogocili energijsko in casovno asimetricne pulze. Za
to bi potrebovali dva locena generatorja pulzov. Z razvojem radiofrekvencnih
MOSFET tranzistorjev in njihovih gonilnih vezij bomo verjetno lahko znizali
tudi najkrajso dolzino pulza, saj je trenutno najvecja ovira za to cas zapiranja
tranzistorjev. Tako se z manjsimi prilagoditvami obeta se vecja zmogljivost elek-
troporatorja. Lahko pa bi povezali vec takih generatorjev v modularni generator
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pravokotnih pulzov ali serijsko vezali stikala MOSFET. Tako bi dosegli visje na-
petosti pulzov, ki bi jih potrebovali za poskuse in vivo. Kljub temu je najkrajsi 
cas pulza 400 ns krajsi, kot zahtevajo ucinki visokofrekvencne elektroporacije. 
Tudi napetostno mejo 1000 V smo dosegli. Naprava zdrzi tako visoko napetost 
tudi pri visokoprevodnih medijih, kjer je tokovna obremenitev najvecja.
Locilno merilno vezje
V napravi uporabljena razlicica locilno merilnega vezja je ze tretji prototip. Naj-
prej smo izdelali analogni prototip na rastrskem vezju z analognimi opticnimi 
sklopniki. Po nekaj casa neuspesnega testiranja smo se odlocili, da razvijemo 
podobno analogno vezje s potenciometri in operacijskimi ojacevalniki, a izdelano 
kot tiskano vezje. Ker po veliko testiranjih tudi to ni delovalo dovolj stabilno, 
smo se odlocili za digitalno locitev in komunikacijo z ADC in DAC. Prvo verzijo 
postavitve elementov na tiskano vezje smo zavrgli. Ugotovili smo, da so povezave 
predolge in da nekatere digitalne povezave tecejo pod cipi. To bi lahko povzrocilo 
moteno delovanje cipov in posledicno celotnega vezja. Za drugo razlicico smo 
imeli ze boljsi pregled nad povezavami. Tako smo lahko upostevali zdruzljivostne 
smernice in omejitve zaradi izdelave vezja. Vezje dobro deluje in ga zato upo-
rabljamo tudi pri drugih projektih v laboratoriju, kjer potrebujemo galvansko 
locitev.
Povezovanje v celoto
Pripeljati projekt do te stopnje, da se naprava uporablja v bioloskem laborato-
riju brez prisotnosti razvijalca, je zahtevalo veliko casa. Komponent in enot za 
testiranje in povezovanje je bilo zelo veliko.
Najvec tezav smo imeli s prisluhi na digitalnih linijah med krmilnikom in 
locilno-merilnim vezjem. Na drugih linijah so se pojavljali impulzi s frekvenco 
linije digitalne ure. Problem smo resili z zamenjavo ploscatega serijskega vodila, 
po katerem so tekle vse povezave z locenimi povezavami. Za dodatno varnost 
smo poskrbeli z uskladitvijo faznega zamika ure, ce bi se vseeno pojavil se kaksen 
impulz.
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Sistemu manjka se vezje in prikljucek za zunanje prozenje zacetka dovajanja
pulzov. To je posebej uporabno pri snemanju poteka elektroporacije z mikro-
skopom ali magnetno resonancnim slikanjem, saj lahko zacnemo snemati tik ob
zacetku dovajanja pulzov.
Kalibracija
Ugotovili smo, da je programska kalibracija naprave zelo pomembna, saj bi bile
drugace napake realnih vrednosti precej vecje. Pri amplitudni kalibraciji so bili
koecienti med nastavljeno in izmerjeno napetostjo za vse napetosti zelo podobni.
Zato je bila amplitudna kalibracija preprostejsa. Pri casovni kalibraciji smo ugo-
tovili, da ojacevalnik pri nizjih napetostih generira daljse pulze. Zato smo morali
napravo za razlicne napetosti razlicno casovno kalibrirati.
Elektroporator je kalibriran glede na izmerjene napetosti pri odprtih sponkah
oz. notranjem bremenu. Ko dovajamo pulze v mediju, lahko predvsem napetost
odstopa v pozitivno ali negativno smer (slika 3.2.5). To odpravimo s tem, da po
testnih poskusih v mediju zvisamo ali znizamo zeleno napetost za dolocen faktor.
Je pa tu se prostor za nadgradnjo naprave. Uporabnik bi vnesel v gracni vmesnik
neko konstanto medija in naprava bi prilagodila izhodni signal. Se naprednejsa
nadgradnja bi bila z vzporednimi merjenjem prevodnosti medija. Ta se namrec
med dovajanjem pulzov spreminja. Tako bi lahko zagotovili, da bi bila ves cas
izbrana napetost na izhodu kolikor je mogoce konstantna.
Meritve
Iz meritev opazimo, da izhodni pulzi dobro sledijo idealni obliki pravokotnega
pulza. Bolj kot se pomikamo proti mejam zmogljivosti po casu in napetosti,
vecja je napaka in standardna deviacija izhodnega signala glede na nastavljeno
vrednost. Pri ocenjevanju grafov napake se moramo zavedati, da so bile vredno-
sti izmerjene med obremenilnim testom, saj smo meritve izvajali na mediju zelo
visoke prevodnosti. Torej bi lahko rekli, da je to skoraj najslabse mozno odsto-
panje, a lahko v primeru, ko merimo napetost, parametre prilagodimo. Obicajno
se poskusi izvajajo v manj prevodnih medijih, kjer je amplitudna napaka elektro-
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poratorja precej nizja. Casi pavz so ne glede na nastavljene parametre izredno
natancni, saj so odvisni le od krmilne elektronike, ne pa tudi od mocnostne.
Naprava kot celota
Uspelo nam je razviti najnaprednejsi elektroporator visokofrekvencnih bipolarnih
pulzov, saj v literaturi in pri proizvajalcih nismo nasli podatkov o napravi, ki bi
omogocala generiranje tako kratkih bipolarnih pulzov s tako visoko ponavljalno
frekvenco, hkrati pa omogocala nastavljanje nadpovprecnega stevila parametrov
pulzov v tako sirokem obmocju. Poskrbljeno je tudi za varnost in uporabnisko
izkusnjo.
V casu razvoja naprave je nastal konferencni prispevek o kontrolnem sistemu
in gracnemu uporabniskemu vmesniku (Mekuc in Rebersek, 2014). O poskusih z
napravo smo objavili prvi prispevek na mednarodni bioelektrokemijski konferenci
(Dermol in sod., 2017). V raziskavi ugotavljamo, ali se vzdrazne in nevzdrazne
celice odzivajo podobno na elektricne pulze. S tem bi ugotovili, ali lahko elektro-
poracijo uporabljamo tudi za zdravljenje tumorjev osrednjega zivcnega sistema
in ali pri elektroporaciji poskodujemo okoliska vzdrazna tkiva.
, , Nie na tem svetu ni popolno in nobena ideja ni v 
polnosti doseg ljiva. , , 
Nikola Tesla, znanstvenik in vizionar 
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5 Zakljucek
Podrocje visokofrekvencnih bipolarnih pulzov je zelo obetavno in se poglobljeno
raziskuje, saj so na tem podrocju nekateri elektroporacijski ucinki na bioloske
celice veliko bolj izraziti. Prav tako pulzi pridejo preko impedancnih ovir in
zato lahko tkiva elektroporiramo bolj enakomerno. Da bi lahko vedeli vec o
teh pojavih, bi morali podrocje bolje sistematicno raziskati s poskusi na celicah.
Ker v laboratoriju nismo imeli dovolj zmogljivega in nastavljivega elektropora-
torja smo v magistrskem delu iz idejne zasnove razvili visokofrekvencni bipolarni
elektroporator. Delo smo razdelili na osem ciljev, ki smo jih uspesno opravili in
opisali v delu. Na uspesnost dela kaze tudi to, da napravo raziskovalci ze samo-
stojno uporabljajo pri stevilnih studijah v celicnih laboratorijih, med razvojem je
bil napisan konferencni prispevek, o poskusih z napravo pa smo ze objavili prvi
povzetek raziskav na mednarodni konferenci.
V slabih stirih letih od zasnove naprave do koncnega izdelka, sem pridobil
mnogo razlicnih znanj. Na zacetku sem se izuril v spajkanju elementov. Med
programiranjem sem se naucil veliko o kontrolnih sistemih, razhroscevanju in pro-
gramskemu jeziku LabVIEW. Novo znanje sem pridobil na podrocju nacrtovanja
tiskanih vezij in se spoznal z okoljem Altium Designer. Dobil sem vpogled v
testiranje, kalibriranje in komunikacijo z uporabniki naprav. Med poskusi sem
se naucil nekaj osnov za delo v celicnem laboratoriju. Od mentorja sem prejel
mnogo znanja o elektroniki in njeni uporabi v biologiji.
Elektroporator dopusca veliko nadgradenj, ki smo jih opisali v poglavju raz-
prava. Prilagajanje izhodnega signala glede na informacijo o prevodnosti me-
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dija bi bila zelo uporabna za vecjo tocnost naprave. Z zunanjim prozenjem
bi lahko sinhronizirali elektroporator z napravami za opazovanje elektroporacij-
skih ucinkov med dovajanjem pulzov. Prilagodljivost naprave bi lahko povecali z
moznostjo dovajanja casovno in napetostno asimetricnih bipolarnih pulzov. Ce bi
zvisali izhodno napetost za nekajkrat, bi napravo lahko uporabljali za raziskova-
nje v in vivo pogojih. V laboratoriju ze poskusamo pridobiti sredstva, s katerimi
bi nadgradili elektroporator opisan v magistrskem delu.
Literatura
C. B. Arena, M. B. Sano, J. H. Rossmeisl, J. L. Caldwell, P. A. Garcia, M. N. Ry-
lander, in R. V. Davalos. High-frequency irreversible electroporation (H-FIRE)
for non-thermal ablation without muscle contraction. Biomedical engineering
online, 10(1):102, 2011a.
C. B. Arena, M. B. Sano, M. N. Rylander, in R. V. Davalos. Theoretical con-
siderations of tissue electroporation with high-frequency bipolar pulses. IEEE
Transactions on Biomedical Engineering, 58(5):1474{1482, 2011b.
A. A. Assef, J. M. Maia, F. K. Schneider, E. T. Costa, in V. L. d. S. N. Button. A
programmable fpga-based 8-channel arbitrary waveform generator for medical
ultrasound research activities. In Engineering in Medicine and Biology Society
(EMBC), 2012 Annual International Conference of the IEEE, pages 515{518.
IEEE, 2012.
M. Bettan, M.-A. Ivanov, L. Mir, F. Boissiere, P. Delaere, in D. Scherman. E-
cient dna electrotransfer into tumors. Bioelectrochemistry, 52(1):83{90, 2000.
H. Castro in J. A. Taborda. Rapid prototyping of chaotic generators using
labview-fpga. In Circuits and Systems (CWCAS), 2012 IEEE 4th Colombian
Workshop on, pages 1{6. IEEE, 2012.
T. F. Cronje in P. T. Gaynor. High voltage and frequency bipolar pulse gene-
rator design for electroporation-based cancer therapy. In Power Engineering
Conference (AUPEC), 2013 Australasian Universities, pages 1{7. IEEE, 2013.
77
78 LITERATURA
R. V. Davalos, L. Mir, in B. Rubinsky. Tissue ablation with irreversible electro-
poration. Annals of biomedical engineering, 33(2):223{231, 2005.
J. Dermol, O. N. Pakhomova, A. G. Pakhomov, in D. Miklavcic. Cell electro-
sensitization exists only in certain electroporation buers. PloS one, 11(7):
e0159434, 2016.
J. Dermol, R. C. Burke, M. Rebersek, P. Mekuc, P. Leveque, D. Arnaud-Cormos,
S. M. Bardet, D. Miklavcic, in R. P. O'Connor. Cell membrane depolarization
and permeability of three cell lines of dierent excitability. Program of the
XXIV International Symposium on Bioelectrochemistry and Bioenergetics of
the Bioelectrochemical Society, page 249, 2017.
C. Eing, M. Goettel, R. Straessner, C. Gusbeth, in W. Frey. Pulsed electric eld
treatment of microalgae|benets for microalgae biomass processing. IEEE
Transactions on Plasma Science, 41(10):2901{2907, 2013.
A. Grainys, V. Novickij, in J. Novickij. High-power bipolar multilevel pulsed
electroporator. Instrumentation Science & Technology, 44(1):65{72, 2016.
B. L. Ibey, J. C. Ullery, O. N. Pakhomova, C. C. Roth, I. Semenov, H. T. Beier,
M. Tarango, S. Xiao, K. H. Schoenbach, in A. G. Pakhomov. Bipolar nanose-
cond electric pulses are less ecient at electropermeabilization and killing cells
than monopolar pulses. Biochemical and biophysical research communications,
443(2):568{573, 2014.
K. Ita. Perspectives on transdermal electroporation. Pharmaceutics, 8(1):9, 2016.
T. Kotnik, D. Miklavcic, in L. M. Mir. Cell membrane electropermeabilization
by symmetrical bipolar rectangular pulses: Part ii. reduced electrolytic conta-
mination. Bioelectrochemistry, 54(1):91{95, 2001a.
T. Kotnik, L. M. Mir, K. Flisar, M. Puc, in D. Miklavcic. Cell membrane electro-
permeabilization by symmetrical bipolar rectangular pulses: Part i. increased
eciency of permeabilization. Bioelectrochemistry, 54(1):83{90, 2001b.
LITERATURA 79
T. Kotnik, P. Kramar, G. Pucihar, D. Miklavcic, in M. Tarek. Cell membrane
electroporation-part 1: The phenomenon. IEEE Electrical Insulation Magazine,
28(5):14{23, 2012.
T. Kotnik, W. Frey, M. Sack, S. H. Meglic, M. Peterka, in D. Miklavcic.
Electroporation-based applications in biotechnology. Trends in biotechnology,
33(8):480{488, 2015.
S. Mahnic-Kalamiza, E. Vorobiev, in D. Miklavcic. Electroporation in food pro-
cessing and biorenery. The Journal of membrane biology, 247(12):1279{1304,
2014.
P. Mekuc in M. Rebersek. Mobile graphical user interface and controller of
fast pulse generator designed in LabVIEW. Triindvajseta Elektrotehniska in
racunalniska konferenca, 2014.
D. Miklavcic, B. Mali, B. Kos, R. Heller, in G. Sersa. Electrochemotherapy: from
the drawing board into medical practice. Biomedical engineering online, 13(1):
29, 2014.
T. B. Napotnik, Y.-H. Wu, M. A. Gundersen, D. Miklavcic, in P. T. Vernier.
Nanosecond electric pulses cause mitochondrial membrane permeabilization in
jurkat cells. Bioelectromagnetics, 33(3):257{264, 2012.
T. B. Napotnik, M. Rebersek, P. T. Vernier, B. Mali, in D. Miklavcic. Eects
of high voltage nanosecond electric pulses on eukaryotic cells (in vitro): a
systematic review. Bioelectrochemistry, 110:1{12, 2016.
E. Neumann in K. Rosenheck. Permeability changes induced by electric impulses
in vesicular membranes. The Journal of Membrane Biology, 10:279{290, 1972.
A. G. Pakhomov, I. Semenov, S. Xiao, O. N. Pakhomova, B. Gregory, K. H. Scho-
enbach, J. C. Ullery, H. T. Beier, S. R. Rajulapati, in B. L. Ibey. Cancellation
of cellular responses to nanoelectroporation by reversing the stimulus polarity.
Cellular and molecular life sciences, 71(22):4431{4441, 2014.
80 LITERATURA
O. N. Pakhomova, B. W. Gregory, V. A. Khorokhorina, A. M. Bowman, S. Xiao,
in A. G. Pakhomov. Electroporation-induced electrosensitization. PloS one, 6
(2):e17100, 2011.
F. Pillet, C. Formosa-Dague, H. Baaziz, E. Dague, in M.-P. Rols. Cell wall as a
target for bacteria inactivation by pulsed electric elds. Scientic reports, 6:
19778, 2016.
E. Pirc. Nanosekundni elektroporator z diodnim odpiralnim stikalom in silicij
karbidnim mosfet-om: magistrsko delo. 2015.
G. Pucihar, J. Krmelj, M. Rebersek, T. B. Napotnik, in D. Miklavcic. Equiva-
lent pulse parameters for electroporation. IEEE Transactions on Biomedical
Engineering, 58(11):3279{3288, 2011.
M. Rebersek. Naprava za elektropermeabilizacijo celicne membrane : doktorska
dizertacija. 2008.
M. Rebersek. Beyond electroporation pulse parameters: From application to
evaluation. Handbook of Electroporation, pages 1{21, 2017.
M. Rebersek in D. Miklavcic. Concepts of electroporation pulse generation and
overview of electric pulse generators for cell and tissue electroporation, 2010.
M. Rebersek in D. Miklavcic. Advantages and disadvantages of dierent concepts
of electroporation pulse generation. Automatika, 52(1):12{19, 2011.
M. Rebersek, M. Kranjc, D. Pavliha, T. Batista-Napotnik, D. Vrtacnik, S. Amon,
in D. Miklavcic. Blumlein conguration for high-repetition-rate pulse genera-
tion of variable duration and polarity using synchronized switch control. IEEE
Transactions on Biomedical Engineering, 56(11):2642{2648, 2009.
M. Rebersek, D. Miklavcic, C. Bertacchini, in M. Sack. Cell membrane
electroporation-part 3: the equipment. IEEE Electrical Insulation Magazine,
30(3):8{18, 2014.
LITERATURA 81
L. Retelj. Zlivanje celic z nanosekundnimi elektricnimi pulzi: diplomsko delo.
2012.
C. Rosazza, S. Haberl Meglic, A. Zumbusch, M.-P. Rols, in D. Miklavcic. Gene
electrotransfer: a mechanistic perspective. Current gene therapy, 16(2):98{129,
2016.
G. Salda~na, I. Alvarez, S. Condon, in J. Raso. Microbiological aspects related
to the feasibility of pef technology for food pasteurization. Critical reviews in
food science and nutrition, 54(11):1415{1426, 2014.
J. M. Sanders, A. Kuthi, Y.-H. Wu, P. T. Vernier, in M. A. Gundersen. A linear,
single-stage, nanosecond pulse generator for delivering intense electric elds to
biological loads. IEEE Transactions on Dielectrics and Electrical Insulation,
16(4), 2009.
S. Satkauskas, M. F. Bureau, M. Puc, A. Mahfoudi, D. Scherman, D. Miklavcic, in
L. M. Mir. Mechanisms of in vivo dna electrotransfer: respective contributions
of cell electropermeabilization and dna electrophoresis. Molecular Therapy, 5
(2):133{140, 2002.
H. Shagoshtasbi, K. Riaz, Y.-K. Lee, in K. Tse. Smartphone-based electropora-
tor system for micro/nano electroporation chips. In Nano/Micro Engineered
and Molecular Systems (NEMS), 2015 IEEE 10th International Conference on,
pages 72{75. IEEE, 2015.
D. C. Sweeney, M. Rebersek, J. Dermol, L. Rems, D. Miklavcic, in R. V. Davalos.
Quantication of cell membrane permeability induced by monopolar and high-
frequency bipolar bursts of electrical pulses. Biochimica et Biophysica Acta
(BBA)-Biomembranes, 1858(11):2689{2698, 2016.
M. Wu, Z. Wei, D. Zhao, in Z. Li. A portable and high eciency system for
cell electroporation under low voltage. In Nano/Micro Engineered and Molecu-
82 LITERATURA
lar Systems (NEMS), 2011 IEEE International Conference on, pages 768{771.
IEEE, 2011.
M. L. Yarmush, A. Golberg, G. Sersa, T. Kotnik, in D. Miklavcic.
Electroporation-based technologies for medicine: principles, applications, and
challenges. Annual review of biomedical engineering, 16, 2014.
M. K. Zgalin, D. Hodzic, M. Rebersek, in M. Kanduser. Combination of mi-
crosecond and nanosecond pulsed electric eld treatments for inactivation of
escherichia coli in water samples. The Journal of membrane biology, 245(10):
643{650, 2012.
Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko delo izdelal samostojno pod vodstvom mentorja doc.




NAVODILA ZA UPORABO VISOKOFREKVENČNEGA 
BIPOLARNEGA ELEKTROPORATORJA 
Razvijalca PrimozƼ MekucƼ in Matej ReberƼek vam zƼeliva prijetno uporabo! 
(1 – elektroporator, 2 – zunanji kondenzator, 3 – tokovna sonda, 4 – napetostna sonda, 5 – krmilnik MyRIO®) 
POZOR! Elektroporator lahko generira visokonapetostne monopolarne in bipolarne 
električne pulze do napetosti 1000 V. Zato obvezno sledite naslednjim navodilom: 
1. Elektroporatorja ne smete odpirati. Na elektroporator ne smete postaviti ali polivati tekočin.
2. Elektroporator ne sme delovati v bližini peči in uparjevalnikov, ki bi lahko elektroporator
pregrele ali navlažile električne komponente.
3. Elektroporator postavite na stabilno mesto – padec lahko poleg poškodb delovnega mesta in
uporabnika povzroči tudi večjo škodo na elektroporatorju.
4. Na izhod elektroporatorja zato ne smete priklapljati žic ali elektrod, katerih izolacija ne vzdrži
vsaj 1000 V.
5. Med delovanjem izhodni sponki oz. elektrode nikakor ne smejo priti v električni stik s
človekom ali snovjo oziroma bremenom, ki ima manj kot 100 Ω (kovine ipd.).
6. Za merjenje izhodne napetosti, uporabljajte diferencialne napetostne sonde z mejno
vrednostjo vsaj 1000 V.
7. Za merjenje toka uporabljajte tokovne sonde z mejno vrednostjo v Amperih, ki naj bo višja od
najvišje vrednosti toka med merjenjem. Merjenje napetosti in toka je obvezno – v primeru
nepravilnih oblik pulzov, glej točko 8.
8. Če sumite na napako, obvezno kontaktirajte razvijalca in prenehajte z uporabo!
(matej.rebersek@fe.uni-lj.si, primoz.mekuc@gmail.com).
Priloga raziskovalni nalogi:
1. Priprava pred dovajanjem pulzov
a. Priključitev in vklop
Pred uporabo morate elektroporator pravilno priključiti. Napajalni kabel priključite na omrežno 
napetost in omrežni priključek na zadnji strani elektroporatorja. Gumb pri omrežnem priključku 
pritisnite tako, da bo stran z lučko pritisnjena noter, kot kaže slika spodaj. Elektroporator je sedaj 
priključen na omrežno napetost in bo avtomatsko izvedel zaganjalni proces. 
b. Priključitev elektrod in sond
Izhode iz elektroporatorja priključite na želene elektrode, katerih 
izolacija naj vzdrži najmanj 1000 V. Zagotovite, da nikjer ne bo 
prišlo do kratkega stika med + in – vhodom. Napetostno sondo 
priključite ob vhodnih varnostnih priključkih. Tokovno sondo pa 
na povratni vod v kondenzator (glej sliko).  Napetost in tok merite 
z ustreznimi sondami, ki vzdržijo napetosti vsaj 1000 V in tok 10 
A. Pazite, da med merjenjem toka s tokovno/napetostno sondo,
doveden električni tok/napetost ne presega najvišje vrednosti, ki
jo sonda prenese, saj jo lahko s tem poškodujete.
c. Priključitev zunanjega kondenzatorja
V primeru, da želite uporabljati zunanji kondenzator, morate tega priključiti pred vklopom 
elektroporatorja. Dodaten zunanji kondenzator se uporablja za večje energijske obremenitve 
elektroporatorja z bremenom. Kondenzator omogoča, da med vlakom pulzov napetost posameznih 
pulzov pada manj znatno. Spodaj je prikazano, kako priključite kondenzator. 
 Priključki na kondenzatorju:  Priključki na zadnji strani elektroporatorja: 
d. Tablični računalnik
Elektroporator se upravlja s pomočjo tabličnega računalnika. Zagotovite, da je tablični računalnik
dovolj napolnjen oz. ga priključite na napajanje. Ko delate v okolju, kjer vas napajalni kabel ne moti,
naj se tablični računalnik ves čas polni. Vedno po zaključku dela tablični računalnik priključite na 
polnjenje. 
Vpišite se kot uporabnik LBK. Geslo za vpis dobite pri razvijalcih. 
e. Povezava elektroporatorja in tabličnega računalnika
Počakajte, da na prednjem delu elektroporatorja začne svetiti oranžna lučka za Wifi .  Odprite Wifi 
nastavitve, tako da odprete program z ikono vijaka na namizju.  Vklopite WiFi povezavo s pritiskom 
na gumb na vrhu. Počakajte da se pri imenu povezave BipolarPulseGenerator@LBK izpiše 
»Connected«. Desno zgoraj se mora prikazati znak . Če se izpiše »Authentication failed« kliknite 
na razdelek BipolarPulseGenerator@LBK in kliknite »Connect«. Po potrebi to ponovite. 
2. Upravljanje elektroporatorja
Elektroporator se (z izjemo zunanjega proženja) 
upravlja s prenosnim tabličnim računalnikom. Tablični 
računalnik deluje na dotik - tudi preko laboratorijskih 
rokavic. S tablico rokujte previdno, saj je občutljiva na 
udarce in ni vodotesna. 
Brez dovoljenja in natančnih navodil razvijalcev ne 
posegajte v nastavitve tabličnega računalnika ali 
programa Data Dashboard! Ne posodabljajte 
programov in ne nalagajte novih programov! 
a. Zagon programa
Na namizju najdete program Data Dashboard. 
Zaženite ga in pritisnite  v zgornjem desnem kotu. 
Grafični vmesnik se bo zagnal in videti bo zaslon, kot 
na sliki desno. 
b. Dodatni zasloni
Če podrsate levo, pridete na zaslon s skrajšanimi 
navodili. Če podrsate desno, pridete na zaslon z 
dodatnimi nastavitvami. Naslednji podrsaj v desno vas 
popelje do razlage parametrov monopolarnih pulzov 
in še en podrsaj na zadnji zaslon z razlago parametrov bipolarnih pulzov. 
c. Procedura upravljanja
Skozi proceduro vas vodi elektroporator v prikaznem oknu STATUS na osnovnem zaslonu. Ko 
nastavite parametre najprej kliknete »LOAD capacitors« in počakate da se kondenzatorji 
napolnijo/spraznijo (op. kondenzatorji se praznijo počasneje kot polnijo – še posebej, če je priključen 
zunanji kondenzator). LED lučka »V in Range« označuje, če so kondenzatorji na željeni napetosti. 
Toleranca je 2-3%. V primeru da ste se pri vnosu parametrov zmotili, parametre popravite in še 
enkrat pritisnite »LOAD capacitors«. Ko se kondenzatorji napolnijo na želeno napetost, pritisnete 
»START delivery«. Če boste napravo pustili 2 minuti v stanju z napolnjenimi kondenzatorji, se bo
polnilni tok izklopil in kondenzatorji se bodo počasi izpraznili (zaradi varnosti).
d. Nastavljanje parametrov
Parametre nastavite tako, da kliknete v okvirček pod imenom parametra, ki ga želite spremeniti. 
Pokazala se bo tipkovnica, ki ima zgoraj tudi števila. Ko nastavite parameter, lahko kliknete na 
naslednji parameter, klik izven okvirčka pa skrije tipkovnico. 
Novi parametri: 
V primeru, da boste elektroporator uporabljali z novo konfiguracijo oz. 
novimi elektroporacijskimi mediji, ki bi lahko povzročili večje obremenitve 
elektroporatorja, se obvezno predhodno posvetujete z razvijalcema. 
e. Omejitve parametrov
Parametri so zaradi zmogljivosti elektroporatorja in možnosti vnosa nesmiselnih parametrov 
omejeni. Če boste vnesli neprimeren parameter, ga bo kontrolni sistem popravil nazaj na zadnjo ali 
mejno vrednost. V primeru nemogočih kombinacij parametrov, vas bo elektroporator na to opozoril v 
okencu STATUS. Če zaradi kakršnih koli razlogov potrebujete parametre izven omejitev, kontaktirajte 
razvijalca. 
f. Pomen parametrov
Pomen parametrov je prikazan na dveh shemah na koncu dokumenta. Najprej za monopolarne in 
nato še za bipolarne pulze. Ti dve shemi lahko najdete tudi na skrajno desnih zaslonih v programu 
Data Dashboard. Prikazovalnik 'Capacitors Voltage' prikazuje trenutno napetost na kondenzatorjih 
poratorja. Na desnem zaslonu lahko najdemo še nekaj gumbov, ki jih uporabljajmo samo, ko sveti 
lučka LED0 (glej poglavje LED indikatorji). Prvi gumb je namenjen za preklapljanje med mono- in 
bipolarnimi pulzi, drugi za vklop in izklop zunanjega proženja in ostali trije za shranjevanje in ponovno 
uporabo parametrov. 
g. Shranjevanje in nalaganje shranjenih parametrov
Na desnem zaslonu lahko shranjujete parametre, ki jih večkrat uporabljate. Parametri bodo ostali 
shranjeni tudi ko boste napravo izključili iz napajanja. Vse akcije shranjevanja delajte v stanju, ko gori 
lučka »LED0« (glej poglavje LED lučke).  
Shranjevanje: V polje »Save as…« vpišite ime pod katerim želite shraniti parametre. Nato pritisnite 
tipko SAVE. V polju »Your saved protocols« se bo pojavil vaš novi protokol. Shranilo se je vseh 7 
parametrov iz prvega zaslona in Polariteta ter zunanji trigger. 
Nalaganje: V polju »Your saved protocols« kliknite na protokol, ki ga želite priklicati – obarva se 
modro.  Nato kliknite gumb »RECALL« in parametri so se nastavili na željeno vrednost. 
Brisanje: V polju »Your saved protocols« kliknite na protokol, ki ga želite izbrisati – obarva se modro.  
Nato kliknite gumb »DELETE« in shranjeni protokol se bo izbrisal iz spomina. 
Premikanje: V polju »Your saved protocols«, ki ga želite premakniti za mesto navzgor – obarva se 
modro.  Nato kliknite gumb »MOVE UP« in protokol se bo pomaknil za mesto višje. Tako si lahko 
protokole, ki jih večkrat uporabljate postavite na vrh seznama 
h. LED lučke
Skozi prednje steklo elektroporatorja lahko na kontrolni enoti NI MyRIO® vidimo 7 LED lučk. Lučke 
LED0 do LED3 imajo poseben pomen:  
 LED0 gori, ko je elektroporator v stanju spanja (čaka, da uporabnik nastavi parametre in s
pritiskom na tipko »LOAD capacitors« začne polniti kondenzatorje. Ni nujno, da so v tem
stanju kondenzatorji prazni – napetost na njih kaže števec!)
 LED1 gori, ko  se kondenzatorji polnijo
 LED2 gori, ko je elektroporator v stanju polnih kondenzatorjev in čaka da pritisnete »START
delivery«.
 Med pulziranjem se lučke izmenjujejo:
o Ko gorita LED1 in LED2, se dovaja vlak pulzov
o Ko gorita LED0 in LED3, je pavza med vlaki pulzov
 LED3 gori, ko je elektroporator v stanju ponastavljanja po uspešno izvedenih pulzih
 Če ne gori noben izmed indikatorjev LED0 do LED3, temveč gori »Power« indikator, ste
elektroporator zaustavljen in ga morate za nadaljno uporabo izključiti in ponovno priključiti.
 Če ne gori nobena lučka, elektroporator ni priključen na napajanje
3. Zaustavljanje elektroporatorja
Po uporabi elektroporatorja ga primerno zaustavite. Najprej počakajte, da napetost na 
kondenzatorjih pade pod 2V – kar vam kaže števec na osnovnem zaslonu. Nato pritisnite gumb 
»SHUTDOWN«. Elektroporator izključite iz omrežne napetosti.
Zaustavljanje v sili: 
V primeru, da pride do situacije, ki bi lahko povzročila škodo ali poškodbo, 
čimprej pritisnite gumb »STOP ICE«.  
